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Zusammenfassung 
Jährlich erkranken etwa 19 Millionen Menschen weltweit an einer Sepsis. Einer der 
häufigsten Erreger einer Sepsis ist Staphylococcus aureus (S. aureus). Aufgrund der 
hohen Anpassungsfähigkeit an die sich stets verändernde Umwelt entwickeln 
Staphylokokken sehr schnell Resistenzen gegen Antibiotika. Die Therapie einer 
S. aureus Infektion ist daher nach wie vor problematisch. Der Erreger S. aureus 
zeichnet sich durch eine Vielzahl von Virulenzproteinen aus. Diese ermöglichen die 
Adhäsion und Invasion des Bakteriums an und in humane Wirtszellen und vermitteln 
Schutz des Bakteriums gegenüber der humanen Immunantwort. Das Komplement-
system als Teil der angeborenen Immunantwort stellt eine erste Barriere gegen 
eingedrungene Erreger dar. Da Komplement neben schädigenden Erregern auch 
durch körpereigene Zellen aktiviert wird, besitzt der Mensch regulatorische Proteine 
zum Selbstschutz. Eine Strategie von Mikroorganismen, die humane Immunantwort 
zu umgehen, indem sie nicht als körperfremd erkannt werden, besteht darin, diese 
Komplementregulatoren durch Virulenzproteine zu rekrutieren. 
Ssl11 und PurA, zwei S. aureus Proteine mit Einfluss auf die humane Wirtsantwort, 
waren Fokus dieser Arbeit. Das superantigenähnliche Protein Ssl11 und das 
ursprünglich als Purinbiosynthese-Protein identifizierte PurA wurden hinsichtlich einer 
putativen Rekrutierung der humanen, im Plasma abundanten Komplement-
regulatoren Faktor H und Plasminogen charakterisiert. Sowohl das sekretierte Ssl11, 
als auch das ursprünglich im Zytosol gefundene PurA sind zudem auf der Oberfläche 
von S. aureus lokalisiert. Dies ermöglicht die Bindung humaner Proteine zu Zwecken 
der Immunevasion und charakterisiert PurA zudem als moonlighting Protein von 
S. aureus. 
Ssl11 bindet Faktor H, welcher in gebundenem Zustand seine Kofaktoraktivität für 
Faktor I und damit seine komplementregulatorische Funktion beibehält. PurA 
rekrutiert sowohl Faktor H als auch die Faktor H-ähnlichen Proteine factor H like 
protein 1 (FHL-1) und complement factor H related protein 1 (CFHR1). PurA 
gebundener Faktor H wie auch FHL-1 agieren, ebenso wie bei Ssl11, als Kofaktoren 
und weisen somit komplementregulatorische Aktivität auf. Während Ssl11 Faktor H 
über einen neuartigen, bisher unbekannten Mechanismus bindet, weist PurA 
Bindestellen in den SCRs 1-7 und SCRs 18-20 von Faktor H auf, welche zuvor 
bereits für andere Virulenzproteine von S. aureus identifiziert wurden. 
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Ssl11 und PurA binden weiterhin den Komplementregulator Plasminogen. Das 
mikrobiell-rekrutierte Plasminogen wird durch humanes uPa zu proteolytisch aktivem 
Plasmin umgesetzt. S. aureus exprimiert zudem einen eigenen Plasminogen-
Aktivator, die Staphylokinase, welche mikrobiell gebundenes Plasminogen ebenfalls 
aktiviert. Ssl11- und PurA-rekrutiertes Plasmin(ogen) spaltet das humane 
extrazelluläre Matrixprotein Fibrinogen, was die Gewebsinvasion und Ausbreitung 
von S. aureus im menschlichen Wirt fördert. Plasmin(ogen) im Komplex mit 
mikrobiellem Ssl11 oder PurA spaltet weiterhin das Komplementprotein C3b.  
Die Rekrutierung von sowohl Faktor H als auch Plasmin(ogen) durch S. aureus führt 
zur Spaltung von C3b, welches auf der mikrobiellen Oberfläche abgelagert wird. 
Ssl11 verringert durch die Rekrutierung der Regulatoren die Amplifikation der C3-
Konvertase und inhibiert somit die Aktivierung des alternativen Komplementweges. 
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass in Anwesenheit von Ssl11 weniger 
abgelagertes C3b auf der Staphylokokken Oberfläche nachweisbar und die 
Phagozytose von S. aureus durch Neutrophile verringert ist.  
Die Virulenzattenuierung von Ssl11- und PurA-defizienten S. aureus in der Wachs-
mottenlarve G. mellonella zeigt erstmals, dass Ssl11 und PurA die Immunantwort im 
lebenden Wirt zugunsten des Erregers S. aureus beeinflussen. 
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Summary 
Every year about 19 million people worldwide fall ill to a sepsis. One of the most 
common pathogens of a sepsis is Staphylococcus aureus (S. aureus). Due to the 
high adaptability to the changing environment staphylococci develop resistances 
against antibiotics very fast. Because of this, therapy of S. aureus infections remain 
difficult to this day. S. aureus stands out due to its large number of virulence factors. 
These enable adhesion to and invasion of human host cells and protect the 
bacterium against the human immune response. The complement system as part of 
the innate immune response serves as a first barrier against invading pathogens 
such as S. aureus. However, the complement system cannot only be activated by 
harmful bacteria but also by regular human cells. Therefore, regulatory proteins exist 
to protect self surfaces. One strategy of microorganisms, like S. aureus, to evade the 
human immune response by not being recognized as foreign, is the recruitment of 
these complement regulators via virulence proteins. 
Ssl11 and PurA, two S. aureus proteins that influence the human host response were 
subject of this thesis. The superantigen-like Ssl11 and PurA, which was originally 
identified as a purin biosynthesis protein were characterized regarding a putative 
recruitment of the human, plasma-abundant, complement regulators Factor H and 
plasminogen. Both the secreted Ssl11 as well as PurA that was originally localized in 
the cytosol are also located at the surface of S. aureus. This enables the binding of 
human proteins for immune evasion and characterizes PurA as a moonlighting 
protein of S. aureus. 
Ssl11 binds Factor H which - in its bound state - retains its cofactor activity for 
Factor I and thereby its complement regulatory function. PurA recruits Factor H as 
well as the `Factor H-like protein 1` (FHL-1) and `Complement Factor H related 
protein 1` (CFHR1). Similar to Ssl11, PurA-bound Factor H as well as FHL-1 also act 
as cofactors and possess complement regulatory activity. Ssl11 binds Factor H via a 
novel, so far uncharacterized mechanism, while PurA exhibits binding sites in the 
SCRs 1-7 and SCRs 18-20 of Factor H that were already verified for other virulence 
proteins of S. aureus. 
In addition both Ssl11 and PurA bind the complement regulator plasminogen. The 
microbial-recruited plasminogen can be activated to proteolytically active plasmin by 
human uPa. Furthermore, S. aureus expresses its own plasminogen activator, the 
VIII 
staphylokinase, which also activates microbial bound plasminogen very effectively. 
Ssl11- and PurA-recruited plasmin(ogen) cleaves the human extracellular matrix 
protein fibrinogen and that in turn promotes tissue invasion and spreading of 
S. aureus in the human host. Moreover plasmin(ogen) in complex with the microbial 
proteins cleaves the complement protein C3b. 
The recruitment of both Factor H and plasmin(ogen), causes cleavage of C3b which 
is deposited at the microbial surface. Due to the recruited regulators Ssl11 decreases 
the amplification of the C3-convertase and thereby inhibits the activation of the 
alternative complement pathway. In presence of Ssl11 less deposited C3b was 
detectable at the staphylococcal surface and the phagozytosis of S. aureus by 
neutrophils was decreased. 
The virulence attenuation of Ssl11- and PurA-deficient S. aureus in the wax moth 
larvae G. mellonella demonstrates that Ssl11 and PurA influence the immune 
response in the living host in favor of the pathogen S. aureus. 
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1. Einleitung 
1.1 Das Immunsystem 
Der Mikrobiologe und Mediziner Robert Koch identifizierte 1882 erstmalig 
Mikroorganismen als Krankheitserreger. Zusammen mit Edward Jenner, Louis 
Pasteur, Emil Behring, Paul Ehrlich und Jules Bordet legte er den Grundstein für ein 
Verständnis des Immunsystems und der Pathogenität von Mikroorganismen sowie 
erste Ansätze der Therapie durch Vakzinierung. Heutzutage ist insbesondere die 
Interaktion der pathogenen Erreger mit dem humanen Immunsystem des Wirts im 
Fokus aktueller Forschung. 
Das humane Immunsystem ist ein hochkomplexes Abwehrsystem gegen 
eindringende Mikroorganismen, wie Bakterien, Viren und Pilze. Hier werden zwei 
grundlegende Mechanismen unterschieden: die schnell agierende Immunantwort des 
angeborenen Immunsystems, welches evolutionär sehr konserviert ist. Dazu gehören 
das Komplementsystem, antimikrobielle Peptide sowie phagozytisch wirksame 
Zellen, wie Makrophagen und Neutrophile. Dagegen stellt die adaptive Immunität ein 
spezifischeres System dar, realisiert durch B- und T-Zellen und die Bildung 
hochspezifischer Antikörper. Die Reaktion der adaptiven Immunantwort verläuft in 
der Konsequenz langsamer als die der angeborenen Immunität, dafür kommt es 
nach Erstkontakt mit dem Pathogen zur Ausbildung eines immunologischen 
Gedächtnisses, um bei erneuter Infektion mit dem gleichen Pathogen eine schnelle 
und effektive Immunantwort zu erreichen. 
1.1.1 Das Komplementsystem 
Das Komplementsystem als Teil des angeborenen Immunsystems wurde 1897 
zeitgleich von Paul Ehrlich und Jules Bordet entdeckt. Während Ehrlich es in seiner 
Seitenkettentheorie beschrieb und somit auch den Begriff „Komplement“ prägte 
(Ehrlich 1897), beschrieb Bordet Komplement als hitzelabile Komponente im 
humanen Blutserum (Zipfel und Skerka 2009). Als Teil des angeborenen 
Immunsystems stellt das Komplement ein erstes, schnell aktivierbares, 
hochwirksames Abwehrsystem gegenüber eindringenden Erregern dar. Zu diesem 
System gehören mehr als 60 Plasmaproteine, die überwiegend in der Leber 
synthetisiert werden. Sie zirkulieren im Blut und werden dort kaskadenartig aktiviert 
(Walport 2001a). Die Initiation der Komplementaktivierung wird über drei Wege 
Einleitung    2 
realisiert. Diese resultieren in der Aktivierung und Amplifikation der C3-Konvertase, 
woraufhin auch die C5-Konvertase entsteht. Im letzten Schritt kommt es zur 
Assemblierung des terminalen Komplementkomplexes (terminal complement 
complex, TCC). Während früher lediglich die Abwehr von Mikroorganismen postuliert 
wurde, ist seit den 1970er Jahren bekannt, dass Komplement multiple Funktionen 
ausübt: so werden z. B. Zelltrümmer und apoptotische Zellen eliminiert, Komplement 
trägt zur Homöostase bei und stellt Signale für die adaptive Immunantwort zur 
Verfügung (Walport 2001a, 2001b; Zipfel und Skerka 2009). 
1.1.2 Die Komplementaktivierung 
Komplement wird über drei verschiedene Wege aktiviert: den klassischen Weg, den 
Lektin-Weg und den alternativen Weg (Abb. 1.1). 
1.1.2.1 Der klassische Weg der Komplementaktivierung 
Das Protein C1q bildet, zusammen mit den Proteasen C1r und C1s, den C1-
Komplex. Der klassische Weg ist aktiviert, wenn C1q modifizierte körpereigene 
Oberflächen oder eine Erregeroberfläche über IgG1/ IgM-Antikörper erkennt und 
bindet. Diese Bindung resultiert in einer autokatalytischen Aktivierung der Protease 
C1r, welche wiederum die Protease C1s aktiviert. Liganden für C1s sind die 
Komplementproteine C4 und C2, welche in kleine (C4a, C2b) und große (C4b, C2a) 
Fragmente gespalten werden. Auf der Aktivatoroberfläche kommt es somit zur 
Generierung der C3-Konvertase des klassischen Weges, C4bC2b (Dunkelberger und 
Song 2010). Die C3-Konvertase spaltet das zentrale Komplementprotein C3 (Zipfel et 
al. 2013; Gaboriaud et al. 2004). 
1.1.2.2 Der Lektin-Weg der Komplementaktivierung 
Mannose-bindendes Lektin (MBL) und Fikoline sind die Initiatorstrukturen des Lektin- 
Weges. MBL und Fikoline sind strukturell dem C1q ähnlich. Sie stellen sogenannte 
Muster-Erkennungs-Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRR) dar. Diese 
erkennen konservierte Strukturen, wie Endotoxine und Lipopolysaccharide (LPS) der 
gramnegativen Bakterien, Lipoteichonsäuren auf grampositiven Bakterien oder aber 
β-Glukane auf Hefen. Derartige konservierte Strukturen werden als pathogen-
assoziierte molekulare Strukturen (pathogen associated molecular patterns, PAMPs) 
oder auch als mikrobiell-assoziierte molekulare Strukturen (MAMPs) bezeichnet. 
Auch Viren und Parasiten werden via MBL erkannt. MBL-assoziierte Serinproteasen 
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(MASPs) sind funktionell den Proteasen C1r und C1s sehr ähnlich. Nachdem die 
Pathogenoberfläche durch MBL detektiert wurde, wird MBL durch MASPs 
komplexiert, welche C2 und C4 in deren Fragmente spalten und die C3-Konvertase 
C4bC2a entsteht. 
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Abbildung 1.1: Der Aufbau des Komplementsystems. Das Komplementsystem wird in vier 
funktionelle Ebenen eingeteilt: die Aktivierung der Kaskade, die Aktivierung und Amplifikation der C3-
Konvertase, die Aktivierung der C5-Konvertase und darauffolgend die Bildung des TCC. Die 
Aktivierung des Komplementsystems wird spontan über den alternativen Weg, insbesondere durch 
Antigen-Antikörper-Komplexe über den klassischen oder durch die Erkennung von Zuckerstrukturen, 
wie LPS, MBL und Fikoline auf mikrobiellen Oberflächen über den Lektin-Weg realisiert. Es kommt zur 
Ausbildung der C3-Konvertasen C3bBb und C4bC2b, welche das zentrale Komplementprotein C3 in 
das Opsonin C3b und das Anaphylatoxin und antimikrobielle Peptid C3a spalten. Durch Anlagerung 
des C3b an die bestehenden C3-Konvertasen werden die C5-Konvertasen C3bBbC3b und 
C4bC2bC3b gebildet. Diese spalten C5 in das Anaphylatoxin C5a und in C5b. Letzteres ist die 
Grundlage der Assemblierung des TCC und somit der Lyse des Erregers, indem sich C6 an C5b und 
sequentiell C7, C8 und viele C9-Moleküle an den C5b6-Komplex anlagern. Die Aktivierung des 
Komplements wird zum Schutz humaner Zellen auf vielerlei Ebenen durch regulatorisch wirksame 
Proteine, wie Faktor H und Plasminogen kontrolliert. 
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1.1.2.3 Der alternative Weg der Komplementaktivierung 
Der alternative Weg wird durch eine spontane Hydrolyse von C3 im Plasma initiiert. 
Es entsteht das Spaltprodukt C3(H2O), welches an das Komplementprotein Faktor B 
bindet. Die Protease Faktor D spaltet gebundenes Faktor B in Ba und Bb, woraufhin 
durch Anlagerung von Bb die initiale C3 Konvertase des alternativen Weges, 
C3(H2O)Bb entsteht. Die Spaltung von C3 in C3a und C3b induziert die Ausbildung 
der vorherrschenden C3-Konvertase des alternativen Weges, C3bBb, durch 
Anlagerung des bereits erwähnten Faktor B sowie dessen Spaltung in Bb und Ba 
durch die Protease Faktor D (Dunkelberger und Song 2010; Zipfel et al. 2006).  
Zudem sind mittlerweile weitere Wege bekannt, durch die die proteolytische Kaskade 
des Komplements aktiviert werden kann. Properdin bindet an mikrobielle Oberflächen 
und initiiert die Neusynthesen von C3-Konvertasen (Hourcade 2006; Spitzer et al. 
2007). Weiterhin sind Koagulationsproteine, wie Kallikrein und Thrombin dazu 
befähigt, C3 und auch C5 zu spalten (Huber-Lang et al. 2006; Markiewski et al. 2007; 
Irmscher et al. 2017). 
1.1.3 Die Effektorfunktionen des Komplements 
1.1.3.1 Die Aktivierung und Amplifizierung der C3-Konvertasen 
Die zwei durch die Initiatorwege des Komplements gebildeten C3-Konvertasen 
spalten C3 in ein kleines Fragment, C3a, welches ein Anaphylatoxin und 
antimikrobielles Peptid darstellt, sowie das größere C3b, welches unter anderem als 
Opsonin wirkt. C3 besteht aus einer α-Kette und einer β-Kette, welche durch eine 
Disulfidbrücke miteinander verbunden sind (Abb.1.2). Durch die Prozessierung von 
C3 in C3a, einem Fragment der α-Kette, und C3b kommt es durch Konformations-
änderungen zur Freilegung einer hochreaktiven Thioester-Verbindung. Diese reagiert 
sehr potent mit Hydroxylgruppen und Aminogruppen von Kohlenhydraten und 
Proteinen auf Erregeroberflächen, wobei stabile Verbindungen entstehen und das 
C3b als Opsonin kovalent an die mikrobielle Oberfläche gebunden wird (Zipfel et al. 
2006). 
1.1.3.2 Die Anaphylatoxine 
Phagozyten exprimieren, neben den Rezeptoren für Opsonine, eine weitere Gruppe 
von Rezeptoren auf deren Oberfläche, die G-Protein gekoppelten C5a Rezeptoren 
(C5aR1, C5aR2) und den C3a Rezeptor (C3aR1). Wenn complement receptor 1 
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(CR1) C3b gebunden hat, kann die Phagozytose des Erregers nur dann stattfinden, 
wenn zugleich C5a durch den C5aR erkannt wurde. C3a und C5a sind 
Anaphylatoxine. Rezeptoren für diese sind zudem auch auf Endothel- und Mastzellen 
zu finden. C3a und C5a rekrutieren Immunzellen an den Ort der Infektion und lösen 
lokale Entzündungsreaktionen aus. So erhöhen sie die vaskuläre Permeabilität von 
Blutgefäßen und induzieren die Kontraktion glatter Muskelzellen. Dadurch gelangen 
Antikörper, Komplementproteine und auch Phagozyten schnell und effizient an den 
Ort der Entzündung (Nordahl et al. 2004; Haas und van Strijp 2007; Wetsel 1995). 
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Abbildung 1.2: Das Komplementprotein C3 und dessen Spaltprodukte. Das Protein C3 besteht 
aus einer α-Kette und einer β-Kette, welche über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden sind. 
Eine weitere Disulfidbrücke besteht innerhalb der α-Kette. Die Spaltung von C3 durch eine C3-
Konvertase führt zur Abspaltung des Moleküls C3a. Es entsteht das C3b, welches aus der α´-Kette 
sowie der unmodifizierten β-Kette besteht. Die humane Serinprotease Faktor I spaltet C3b. Das 
entstandene inaktive C3b (iC3b) opsonisiert, wie C3b, komplementaktivierende Oberflächen, aber es 
steht nicht mehr zur Ausbildung einer C5-Konvertase zur Verfügung. Plasminogen ist ebenfalls ein 
Komplementregulator. Die aktivierte Protease Plasmin spaltet das Komplementprotein C3b. Dabei 
entstehen Zwischenprodukte mit einem Molekulargewicht von 68, 43 und 41 kDa sowie 84 und 27 kDa 
und finale Spaltprodukte von 27 und je 41 kDa (Koch et al. 2012). 
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1.1.3.3 Die Opsonophagozytose 
Neben der Lyse ist die Opsonisierung von Mikroorganismen eine weitere Effektor-
funktion des Komplements. C3b- und C4b-opsonisierte Erreger werden via CR 1-4 
auf phagozytischen Zellen, wie Makrophagen, Monozyten und Granulozyten, 
erkannt. Verschiedene Rezeptoren erkennen jeweils spezifische Strukturen. So 
bindet CR1 C3b-opsonisierte Oberflächen, während CR3 und CR4 überwiegend die 
inaktive Form des C3b, das iC3b, detektieren. CRIg auf Makrophagen erkennt 
sowohl C3b als auch iC3b. Die Erkennung der Opsonine durch Komplement-
rezeptoren hat die Phagozytose des markierten Erregers und somit dessen 
Eliminierung zur Folge (Peiser 2009; Helmy et al. 2006). 
1.1.3.4 Die Aktivierung der C5-Konvertase und die Ausbildung des terminalen 
Komplementkomplexes 
Die Anlagerung von C3b an die C3-Konvertasen C4bC2a und C3bBb bewirkt die 
Entstehung der C5-Konvertasen C4bC2aC3b sowie C3bBbC3b. C5 wird durch die 
C5-Konvertase in das Anaphylatoxin C5a sowie das C5b gespalten (Ricklin et al. 
2010). Letzteres ist essentiell für den Aufbau des TCC, welcher die Lyse von 
Erregern bewirkt. Das Fragment C5b bindet C6 und der entstandene kurzlebige 
Komplex C5b6 bindet wiederum C7. Aufgrund einer nun entstehenden 
Konformationsänderung im C5b67-Komplex kommt es zur Exposition einer 
hydrophoben Stelle innerhalb des gebundenen C7, welches sich daraufhin an Lipid-
Doppelmembranen anlagert. Somit wird der C5b67-Komplex auf der Erreger-
oberfläche positioniert. Im weiteren Verlauf binden das Komplementprotein C8 sowie 
zahlreiche C9-Moleküle an den bereits bestehenden Komplex. Da aufgrund der 
Anlagerung von C8 und C9-Proteinen ebenfalls Konformationsänderungen 
stattfinden, ermöglichen die entstandenen hydrophoben Stellen die Integration von 
C8 und C9-Proteinen in die Zellmembran des Erregers. Es kommt zur Ausbildung 
einer lytischen Pore. Dies hat zur Folge, dass u. a. die zelluläre Homöostase sowie 
der Protonengradient an der Membran gestört werden, was zum Tod des Erregers 
führt (Esser 1994; Dunkelberger und Song 2010). 
1.1.4 Regulatoren des Komplements 
Die hochreaktive Thioestergruppe des gespalteten C3bs bindet nicht nur 
körperfremde, sondern auch humane Zelloberflächen. Zur Eliminierung von 
apoptotischen Zellen und Zelltrümmern ist Komplement elementar. Um gesunde, 
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humane Zellen vor dem Einfluss des Komplements zu schützen, stehen membran-
gebundene wie lösliche Komplementregulatoren zur Verfügung. Im Folgenden sind 
lösliche wie membrangebundene Mediatorproteine genannt, welche Komplement auf 
unterschiedlichen Ebenen regulieren (Abb. 1.1).  
Das lösliche Protein C1-Inhibitor (C1INH) kontrolliert die Aktivierung des 
Komplements im klassischen und Lektin-Weg, indem es die Dissoziation von C1r und 
C1s von C1q und von MASP-2 von MBL fördert (Davis et al. 2008). Neben der 
Inhibition der Aktivierung agieren viele Regulatoren auf Ebene der C3-Konvertasen. 
Während Faktor H C3b bindet, die Anlagerung von Faktor B verhindert und somit die 
Amplifizierung der Konvertase des alternativen Weges inhibiert, bindet C4BP das 
C4b und blockiert damit die Amplifizierung der C4bC2a-Konvertase. Zudem sind 
C4BP und Faktor H Kofaktoren für die Protease Faktor I, welche C3b in eine inaktive 
Form, das iC3b spaltet und somit die Komplementkaskade unterbricht (Jozsi und 
Zipfel 2008; Blom et al. 2004). Auch unter den membrangebundenen Komplement-
regulatoren gibt es Kofaktoren für Faktor I, welche die Inaktivierung von C3b und C4b 
fördern, das sogenannte Membran-Kofaktorprotein (membrane cofactor protein, 
MCP, auch cluster of differentiation 46, CD46) und CR1. Letzteres fördert zudem den 
Zerfall der bestehenden Konvertasen durch Anlagerung an C4b und C3b (Khera und 
Das 2009; Seya und Atkinson 1989). Dies ist auch die Funktion des membran-
gebundenen Zerfall-beschleunigenden Faktors (decay accelerating factor, DAF) 
(Turnberg und Botto 2003). Das Plasmaprotein Plasminogen hat ebenfalls 
komplementregulatorische Eigenschaften. Plasminogen wird via Aktivatoren in 
proteolytisch aktives Plasmin gespalten, welches C3b in inaktive Fragmente spaltet 
(Abb. 1.2) (Barthel et al. 2012a). Das membrangebundene CD59 und auch das 
lösliche Vitronektin sowie das Faktor H-ähnliche Protein 1 (CFHR1) inhibieren die 
Assemblierung des TCC (Preissner und Seiffert 1998; Kimberley et al. 2007; Heinen 
et al. 2009). CD59 verhindert die Anlagerung von C9 an den unvollständigen 
Komplex. CFHR1 inhibiert die Aktivität der C5-Konvertase, indem es das C3b der 
Konvertase bindet und somit die C5-Spaltung inhibiert (Heinen et al. 2009). 
Vitronektin bindet den C5b67-Komplex und inhibiert somit die Anlagerung des 
Komplexes in die Membran. Die derzeit einzigen bekannten Regulatoren, die das 
Komplementsystem positiv beeinflussen, sind Properdin und CFHR5. Die im 
alternativen Weg gebildete C3-Konvertase C3bBb ist labil und wird zeitnah abgebaut. 
CFHR5 bindet an Properdin und an beschädigte humane Endothelzellen und trägt zu 
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deren Beseitigung bei (Chen et al. 2016). Properdin stabilisiert die Konvertase durch 
Bindung um das Fünf- bis Zehnfache (Fearon 1975). 
1.1.4.1 Faktor H und Faktor H-verwandte Proteine 
Faktor H ist ein Regulator des alternativen Komplementweges und ein abundantes 
Plasmaglykoprotein, das vorwiegend in der Leber synthetisiert wird. Die 
Konzentration von Faktor H im Plasma beträgt etwa 500 µg/ml (Kristensen und Tack 
1986; Ripoche et al. 1988). Faktor H hat ein Molekulargewicht von 150 kDa und 
besteht aus 20 homologen Untereinheiten, auch short consensus repeats (SCRs) 
genannt. Der C-terminale Bereich des Faktor H ist wichtig für die Oberflächen-
bindung des Regulators. Faktor H bindet C3b über die Bindestellen SCRs 1-4, 
SCRs 8-15 und SCRs 19-20 (Sharma und Pangburn 1996; Jokiranta et al. 1996; 
Jokiranta et al. 2000). SCRs 19-20 interagieren dabei mit C3b, iC3b und C3d 
(Jokiranta et al. 2000; Gordon et al. 1995). Die Regionen SCRs 19-20 von Faktor H 
sind insbesondere für die Unterscheidung zwischen C3b auf komplement-
aktivierenden Erregern und C3b auf humanen Zellen verantwortlich (Ferreira et al. 
2006). Heparin und weitere Polyanionen werden über die Faktor H-Bindestellen 
SCR7, SCR20 und SCRs 9-15 gebunden (Jokiranta et al. 2000; Blackmore et al. 
1998; Blackmore et al. 1996) (Abb. 1.3). Die Erkennung von Polyanionen wie 
Heparin und Sialinsäuren durch Faktor H ist ebenfalls relevant für die 
Unterscheidung zwischen Wirtszellen und Erregern, da diese nur auf humanen 
Zellen vorkommen (Fearon 1978; Pangburn und Müller-Eberhard 1978). Die vier N-
terminalen SCRs regulieren die Aktivität des alternativen Weges (Perkins und 
Goodship 2002; Blackmore et al. 1998). Faktor H fördert durch Kofaktoraktivität für 
die Serinprotease Faktor I den C3b-Abbau in iC3b. Weiterhin beschleunigt Faktor H 
den Zerfall der C3-Konvertase des alternativen Weges. 
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Abbildung 1.3: Der Aufbau von Faktor H und Faktor H-verwandten Proteinen. Der Komplement-
regulator Faktor H ist aus 20 SCRs zusammengesetzt. Eine Spleißvariante, FHL-1 genannt, besteht 
aus den SCRs 1-7 des Faktor H. Die SCRs 1-2 und SCRs 3-5 von CFHR1, einem Faktor H-ähnlichen 
Protein, weisen hohe Sequenzübereinstimmungen mit Faktor H auf. Während die Proteindomäne für 
die regulatorische Funktion von Faktor H N-terminal lokalisiert ist, befindet sich die Hauptbinde-
domäne für humane Proteine im C-terminalen Bereich des Faktor H. So binden C3b und C3b-
Spaltprodukte Faktor H überwiegend in den SCRs 19-20. C3b bindet zudem an SCRs 1-4 und 
SCRs 8-15. Heparin und weitere Sialinsäuren binden Faktor H über SCR 20 sowie SCR7 und 
SCRs 9-15. 
Das Faktor H-Gen ist auf Chromosom 1q32 codiert. Das Faktor H-ähnliche Protein 1 
(factor H like, FHL-1) ist eine Spleißvariante des Faktor H. Es besteht aus den sieben 
N-terminalen SCRs sowie einem Überhang von vier Aminosäuren. Im gleichen 
Gencluster liegen die fünf Faktor H-verwandten Proteine (complement Factor H 
related, CFHR): CFHR1 bis CFHR5. Im Plasma liegen CFHRs mit einer 
Konzentration von 5-100 µg/ml vor. Die CFHRs sind aus vier bis neun, den Faktor H 
SCRs ähnlichen, Einheiten aufgebaut. CFHRs besitzen, verglichen mit SCRs des 
Faktor H, Homologien in der Nukleinsäuresequenz. SCR1 von CFHR1 hat 
beispielsweise eine Sequenzhomologien von 42 % zum SCR6 von Faktor H und die 
Sequenzen von SCR3 und SCR4 sind nahezu identisch zu den Faktor H- SCRs 18-
19 (Abb. 1.3).  
In einer Vielzahl von Studien wurden bereits Funktionen von CFHRs und von FHL-1 
beschrieben. FHL-1 agiert, wie auch Faktor H, als Kofaktor für Faktor I im C3b-Abbau 
und beschleunigt durch C3b-Bindung den Zerfall der C3-Konvertase des alternativen 
Weges (Zipfel und Skerka 1999). CFHR1 ist ebenfalls als Komplementregulator 
beschrieben. Indem CFHR1 C3b der C5-Konvertase bindet, sind die Spaltung von 
C5 und somit auch die Assemblierung des TCC inhibiert (Heinen et al. 2009). CFHR2 
inhibiert Komplement durch Bindung und Inaktivierung der C3-Konvertase (Eberhardt 
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et al. 2013). CFHR3 und CFHR4 verstärken u. a. die Kofaktoraktivität von Faktor H 
für die C3b-Spaltung durch Faktor I (Hebecker und Józsi 2012; Hellwage et al. 1999). 
Für CFHR5 wurde ebenfalls eine schwache Kofaktoraktivität für Faktor I beschrieben 
(McRae et al. 2005). CFHR5 ist zudem ein Komplementaktivator, der den Abbau 
menschlicher beschädigter Zellen durch Bindung an diese und an Properdin fördert 
(Chen et al. 2016). 
1.1.4.2 Plasminogen 
Plasminogen ist ein Fibrinolyse- und Komplement-regulierendes Glykoprotein, das in 
der Leber synthetisiert wird. Das Protein besteht aus einem N-terminalen Peptid 
(8 kDa), fünf Kringle-Domänen, die durch Disulfidbrücken verbunden sind und einer 
Serinprotease-Domäne (Sottrup-Jensen et al. 1975; Castellino und McCance 1997) 
(Abb. 1.4). 
NH2
COOH
K1 K2 K3 K4 K5
Protease
Abbildung 1.4: Der Aufbau des Plasminogens. Plasminogen zirkuliert als inaktives Proenzym und 
wird zur aktiven Protease Plasmin gespalten. Das Zymogen besteht aus einem N-terminalen Peptid, 
fünf Kringle-Domänen (K1-K5) sowie der C-terminalen Serinprotease-Domäne. Bei Aktivierung von 
Plasminogen zu Plasmin durch humane Aktivatoren werden die Kringle-Domänen von der Protease-
Domäne getrennt. Innerhalb der Domänen bestehen Disulfidbrücken (modifiziert nach 
https://diapharma.com/plasminogen-plg/). 
Das Proenzym mit einem Molekulargewicht von 92 kDa ist im Plasma in einer 
Konzentration von 2 µM vertreten (Miyashita et al. 1988). Mittels Gewebs-
plasminogenaktivator (tissue plasminogen acitvator, tPa) oder Urokinase-
Plasminogen Aktivator (uPa) wird Plasminogen durch Spaltung zur Serinprotease 
Plasmin aktiviert (Cesarman-Maus und Hajjar 2005). Mikrobielle Proteine, wie 
Staphylokinase (SAK) und Streptokinase, sind ebenfalls zur Aktivierung von Plasmin 
befähigt (Bokarewa et al. 2006; Wang et al. 1995). Plasmin ist zudem 
autokatalytisch. Plasmin(ogen) reguliert die zwei humanen zentralen Kaskaden-
systeme Komplement und Koagulation, welche eng miteinander verknüpft sind 
(Peerschke et al. 2008). Plasmin löst Fibringerinnsel auf, reguliert die Fibrinolyse 
sowie Homöostase und spaltet außerdem extrazelluläre Matrix- (extracellular matrix, 
ECM) Komponenten wie Laminin, Fibrin oder Fibrinogen (Lähteenmäki et al. 2000). 
Plasmin(ogen) bindet zudem die Komplementproteine C3, C3b, C3d sowie C5 und ist 
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nach Aktivierung befähigt, diese zu spalten, was dieses Protein zu einem Regulator 
des Komplements macht (Abb. 1.2). Der Abbau von C3b durch Faktor I ist in 
Anwesenheit von Plasmin(ogen) ebenfalls verstärkt (Barthel et al. 2012a). 
1.1.5 Phagozytose durch neutrophile Granulozyten 
Neutrophile stellen 50-60 % aller Leukozyten dar. Sie haben eine Halbwertszeit von 
weniger als sieben Stunden und sind in der Lage, schnell auf eindringende 
Mikroorganismen zu reagieren (Mayadas et al. 2014). Durch Chemoattraktanten, wie 
C3a und C5a, werden Neutrophile aus dem Knochenmark zum Ort der Infektion 
dirigiert (Kolaczkowska und Kubes 2013). Die Opsonisierung von Bakterien mit 
spezifischen Immunglobulinen (Igs) oder Komplementproteinen wie C3b und iC3b 
ermöglicht eine effiziente Phagozytose durch Neutrophile, welche auf der Oberfläche 
die notwendigen Fc-Rezeptoren (FcRs) und CRs exprimieren. Neben Albumin sind 
die Immunglobuline die zweitabundantesten Proteine im humanen Plasma. FcγRII 
und FcγRIII auf der Oberfläche von Neutrophilen erkennen gebundene IgGs (Peiser 
2009). Zur Erkennung der Opsonine des Komplements exprimieren Neutrophile die 
Rezeptoren CR1 und CR3, während andere Phagozyten, beispielsweise Makro-
phagen, überwiegend CR3 und CR4 aufweisen (Helmy et al. 2006). CR1 erkennt 
C3b, C4b und mit geringer Affinität auch iC3b. (Krych-Goldberg und Atkinson 2001). 
CR3 und CR4 hingegen reagieren auf iC3b (Wright et al. 1987; Ehlers 2000). Nach 
Aufnahme der Erreger werden diese intrazellulär durch die Generierung von 
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) oder die Ausschüttung 
von Proteasen und antimikrobiellen Peptiden eliminiert. Wichtig, nicht nur für die 
Migration zum Ort der Infektion, sondern auch zur Aktivierung von Neutrophilen zur 
Aufnahme der Pathogenen sowie zur Generierung von ROS und Degranulation sind 
die Neutrophilen-Rezeptoren C3aR und C5aR für C3a und C5a, CXCR1 für IL-8 
sowie TNFR für TNFα (Mollnes et al. 2002). Eine weitere Form der Bekämpfung von 
Mikroorganismen stellen die 2004 entdeckten neutrophil extracellular traps (NETs) 
dar. Diese bestehen aus DNA, Histonen, antimikrobiellen Peptiden und Proteasen 
(Berends et al. 2010). Der neutrophile Granulozyt platzt auf, wodurch Chromatin und 
Granula in den extrazellulären Raum gelangen. Dadurch werden netzartige 
Strukturen ausgebildet, welche Mikroorganismen umschließen (Brinkmann und 
Zychlinsky 2012). Mittlerweile ist bekannt, dass Neutrophile durch Sekretion von 
Zytokinen und ROS auch Einfluss auf die adaptive Immunantwort nehmen (Mayadas 
et al. 2014). 
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1.2 Staphylococcus aureus  
So wie das humane Immunsystem spezifisch gegen eindringende Erreger vorgeht, 
haben auch die Mikroorganismen evolutiv Strategien entwickelt, die Wirtsabwehr zu 
umgehen. Diese Mechanismen sind oftmals erregerübergreifend unter Bakterien und 
Pilzen konserviert. 
Staphylococcus aureus (S. aureus) ist ein grampositives, kugelförmiges Bakterium 
der Familie der Micrococcaceae. Während gramnegative Bakterien neben einer 
inneren Membran eine weitere, aus Peptidoglykan und LPS bestehende äußere 
Membran aufweisen, haben grampositive Bakterien eine äußere Hülle, die aus 
diversen Schichten von Peptidoglykanen und integrierten Teichonsäuren besteht. 
S. aureus tritt vorwiegend in Traubenform oder paarweise auf, ist Katalase positiv 
und fakultativ anaerob. Erstmals entdeckt wurde das Bakterium 1880 von dem 
schottischen Chirurg Alexander Ogston. Mittlerweile sind über 30 Arten bekannt 
(Harris et al. 2002). Das Genom umfasst ein zirkuläres Chromosom mit Prophagen 
und Transposons und hat eine Größe von 2,8 Mb. Die mobilen Elemente des 
Genoms kodieren eine Vielzahl von Virulenzfaktoren, was S. aureus zu einem 
fakultativ pathogenen Erreger macht. Normalerweise ist S. aureus als Kommensale 
auf der Haut und den Schleimhäuten, vor allem in der Nase und im Rachen zu finden 
(Peacock et al. 2001). So sind 20 % der Menschen persistent mit S. aureus 
kolonisiert (Kluytmans et al. 1997) und etwa 30-60 % der Bevölkerung transient mit 
S. aureus assoziiert (Foster 2005; Wertheim et al. 2005). Bei Immunsuppression, 
nach Operationen oder im hohen Lebensalter, kann das Bakterium hingegen eine 
Vielzahl von Infektionen hervorrufen. Ursächlich dafür ist die regulierte Expression 
vieler Virulenzfaktoren von S. aureus (Foster 2005). Bei oberflächlichen Wunden auf 
der Haut kann es zu Furunkeln, Karbunkeln und chronischen Wundinfektionen 
kommen. Weiterhin verursacht S. aureus invasive Infektionen wie Osteomyelitis, 
Endokarditis, Pneumonie, Otitis media und sogar Sepsis. Lebensmittelvergiftungen, 
das bei Neugeborenen auftretende staphylococcal scalded scin syndrome (SSSS) 
sowie das Toxische Schock Syndrom treten bei Intoxikationen mit S. aureus Toxinen 
auf. 
S. aureus ist im Fokus aktueller medizinischer und biologischer Forschung. Aufgrund 
der schnellen Anpassungsfähigkeit an veränderte Umweltfaktoren ist das Bakterium 
befähigt, Resistenzen gegen Antibiotika zu entwickeln. Bereits ein Jahr nach 
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Einführung des ersten Antibiotikums Penicillin G im Jahr 1941 wurden resistente 
S. aureus Stämme identifiziert (Lowy 2003). Im Jahr 1959 wurde ein weiteres 
Antibiotikum eingeführt, das Methicillin. Schon ein Jahr später konnten Methicillin-
resistente S. aureus (MRSA) Stämme nachgewiesen werden. Die Ausbreitung dieser 
MRSA Stämme reduziert jedoch die Anzahl effektiver Antibiotika zur Prävention und 
Behandlung von weit verbreiteten S. aureus Infektionen (Gould 2005). Es wird 
angenommen, dass bis 2006 etwa 53 Millionen Menschen Träger des MRSA waren 
(Grundmann et al. 2006). Dies verursacht jährlich sehr hohe Kosten für das 
Gesundheitssystem und birgt ernsthafte Probleme im Gesundheitswesen. So ist 
S. aureus für die meisten im Krankenhaus erworbenen Infektionen verantwortlich 
(Foster 2004; Fridkin et al. 2005). Trotz derzeit rückgängigem Trend werden weltweit 
etwa 40 % aller noskomialen Infektionen durch S. aureus hervorgerufen (Smyth et al. 
2012; Wertheim et al. 2004). 
Da die Behandlung einer S. aureus Infektion mit Antibiotika risikobehaftet ist, ist ein 
Forschungsschwerpunkt die Wirt-Pathogen-Interaktion. Neue Erkenntnisse zu den 
Mechanismen der Virulenzproteine stellen ein vielversprechendes Mittel zur 
Entwicklung neuer Therapeutika dar.  
1.2.1 Virulenz von S. aureus 
Staphylokokken besiedeln den Körper mit dem Ziel, zu proliferieren, Nährstoffe zu 
gewinnen und sich zu vermehren. Um dies zu realisieren haben sich evolutiv 
Virulenzfaktoren gebildet, die S. aureus vor dem Immunsystem des Wirts schützen. 
1.2.1.1 Regulation der Genexpression von Virulenzfaktoren 
Gene, die für Virulenzproteine kodieren sind auf dem Chromosom sowie extra-
chromosomal lokalisiert (Peacock et al. 2001). Das erste beschriebene 
Immunevasions-Cluster wurde auf der Pathogenitätsinsel SaPI5 beschrieben 
(Rooijakkers et al. 2005a). Die Expression von Virulenzproteinen in S. aureus wird 
durch ein komplexes Netzwerk von Regulatoren kontrolliert. Dazu gehören unter 
anderem die Zweikomponentensysteme Agr (accessory gene regulator) und SaeRS 
(S. aureus exoprotein expression) sowie der Transkriptionsfaktor Rot (repressor of 
toxins): 
Die Aktivierung des Agr ist zelldichteabhängig. Das Agr-P2 Transkript kodiert für 
AgrC, einen Signalrezeptor, sowie AgrA, den response Regulator. AgrB und AgrD 
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werden ebenfalls exprimiert und sekretieren aktivierende Liganden für den 
Signalrezeptor AgrA, sogenannte auto inducer Peptide (AIP) (Novick und Geisinger 
2008). Das Agr P3-Transkript kodiert hingegen für die regulatorische RNAIII. Diese 
reguliert die Stimulation der Agr-kontrollierten Gene entweder direkt oder indirekt 
durch dessen antisense-Funktion. Die indirekte Regulation wird durch die 
posttranskriptionelle Repression der RNA III durch den Transkriptionsfaktor Rot 
realisiert (Geisinger et al. 2009). Die Agr-Aktivierung induziert die Produktion 
sekretierter Zytotoxine, Superantigene, Enzyme und weitere Virulenzfaktoren 
(Queck et al. 2008; Dunman et al. 2001). 
Rot ist ein Transkriptionsfaktor. Auf der einen Seite reprimiert Rot die Aktivierung der 
Gene für sekretierte Proteine wie hämolytische Toxine, Enterotoxine und Enzyme 
(Saïd-Salim et al. 2003; Tseng und Stewart 2005; McNamara et al. 2000), die 
Funktionen in der Verbreitung der Mikroorganismen oder der Beschaffung von 
Nährstoffen inne haben. Auf der anderen Seite aktiviert Rot Gene, welche für 
Oberflächenproteine kodieren, wie beispielsweise Protein A (spa) und clumping 
factor B (ClfB) (Cheung et al. 2001; Saïd-Salim et al. 2003). Diese Genprodukte sind 
potentiell in der Ausbildung von Infektionen durch Bakterien, vor allem in frühen 
Stadien involviert. 
Sae (S. aureus exoprotein expression) ist ein Zweikomponentensystem, welches 
ebenfalls die Expression von Virulenzfaktoren von S. aureus reguliert (Giraudo et al. 
1994). SaeR stellt den response Regulator dar, SaeS ist die Sensor Kinase. Der Sae 
Genlokus weist zwei Promotoren auf: P1 ist unter negativer Kontrolle durch den 
Sigmafaktor B (SigB) sowie Rot und ist positiv autoreguliert. Die Anwesenheit von 
Neutrophilen bedingt beispielsweise die Aktivierung von P1. Der zweite Promotor, 
P3, weist konstititive Aktivität auf (Geiger et al. 2008). Die Gene mit einem P3 
Promotor kodieren für die Sae Komponenten SaeR, SaeS und SaeQ. SaeRS ist mit 
der Pathogenität von S. aureus assoziiert, beispielsweise in Tiermodellen 
(Montgomery et al. 2010; Nygaard et al. 2010) und bei der Umgehung des Abtötens 
von Staphylokokken durch Neutrophile (Voyich et al. 2009). 
1.2.1.2 Virulenzmechanismen von S. aureus 
Virulenzproteine sind vielfältiger Natur. Ein erster mechanischer Schutz ist die 
Ausbildung einer Kapsel. So ist insbesondere bei S. aureus des Serotypes 5 und 8 
eine Polysaccharidkapsel innerhalb der klinischen Isolate sehr verbreitet (Watts et al. 
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2005). Generell sind Virulenzproteine in Adhäsine, Invasine, Immunevasine sowie 
Toxine unterteilt (Henderson 2014). Während im Folgenden generell auf Adhäsine, 
Invasine und Toxine eingegangen wird, beschreibt das Kapitel 1.2.1.3 detailliert die 
Komplementevasionsmechanismen von S. aureus. Die Phagozytose von S. aureus 
durch Neutrophile sowie Evasionsmechanismen vor der Phagozytose durch 
Neutrophile sind in Kapitel 1.2.1.4 dargestellt. 
S. aureus ist als Kommensale auf den Schleimhäuten des Menschen zu finden. Im 
Falle einer Infektion bei Immunsuppression werden zudem Fremdmaterialien wie 
Katheter und Plastikimplantate besiedelt. Um zu adhärieren exprimiert S. aureus auf 
der Oberfläche mikrobielle Oberflächenkomponenten, die adhäsive ECM-Moleküle 
erkennen (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules, 
MSCRAMMs). MSCRAMMs sind zumeist an der Zelladhäsion und -invasion beteiligt. 
Bereits charakterisierte Beispiele sind ClfA und ClfB, die Fibrinogen-bindenden 
Proteine A und B (FnbpA und FnbpB) und Spa, welche humane Proteine der ECM, 
wie Kollagen, Fibrinogen, Fibronektin, Vitronektin und Elastin binden (Foster 1998; 
Clarke und Foster 2006). S. aureus bindet somit Fibrinogen, Fibronektin, Kollagen 
etc. und kann folglich vom Immunsystem nicht als körperfremd erkannt werden. Zur 
Invasion in die Gewebe dienen Enzyme wie Hyaluronidasen, Lipasen, Kollagenasen 
und Nukleasen sowie zytolytische Toxine, z. B. das α-Toxin. Ein weiteres S. aureus 
Toxin ist das extrazelluläre toxic shock syndrome toxin 1 (TSST1), welches ein 
Superantigen darstellt. Die Enterotoxine A bis E verursachen Lebensmittel-
vergiftungen (Prescott 1998) und die Exfoliatintoxine A und B das SSSS, eine nicht 
entzündliche, blasenförmige Ablösung der Haut bei Babys (Abb. 1.5). 
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Abbildung 1.5: Übersicht über Virulenzproteine von S. aureus. Um der Immunantwort des 
humanen Wirts zu entgehen, exprimiert S. aureus eine Vielzahl von Virulenzfaktoren. Diese werden 
unterteilt in Komplementevasionsproteine, Phagozytoseinhibitoren, Adhäsine, Invasine sowie Toxine. 
Da die Abwehr des menschlichen Immunsystems ein komplexes und konzertiertes Zusammenspiel 
der Virulenzfaktoren erfordert, werden viele Proteine in mehr als nur eine Gruppe klassifiziert. So sind 
beispielsweise für Efb und ClfA Funktionen in der Inhibition des Komplements und der Phagozytose 
sowie als Adhäsine beschrieben. Abkürzungen siehe Abkürzungsverzeichnis. 
1.2.1.3 S. aureus und Komplementevasion 
Die Komplementevasion von S. aureus wird durch drei Mechanismen realisiert: i) 
Proteine, welche direkt Einfluss auf die Komplementaktivierung nehmen; ii) Proteine, 
die Regulatoren des Komplements binden und rekrutieren und iii) komplement-
spezifische mikrobielle Proteasen, die Proteine der Kaskade zersetzen. 
i) Extracellular fibrinogen binding protein (Efb) und dessen Homolog extracellular 
complement binding protein (Ecb) binden das Komplementprotein C3d und wirken 
inhibitorisch auf C3- und C5-Konvertasen. Efb verhindert, dass Faktor B an C3b 
bindet (Haspel et al. 2008; Jongerius et al. 2007). Der C-terminale Teil des 
Staphylococcus aureus binder of IgG (Sbi), Sbi3-4, ist strukturell ähnlich der C3-
Bindedomäne des Efb. Sbi3-4 beinhaltet ein Drei-Helix-Bündel-Motiv (three-helix 
bundle motif) (Hammel et al. 2007; Upadhyay et al. 2008) und bindet ebenfalls C3 
(Haupt et al. 2008; Burman et al. 2008). Staphyococcal complement inhibitor (SCIN) 
bindet an aktive C3-Konvertasen auf bakteriellen Oberflächen und inaktiviert diese 
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darüber. Dadurch wird die Opsonisierung und daraus folgende Phagozytose inhibiert 
(Rooijakkers et al. 2005a). Die Initiation der Komplementaktivierung, vor allem des 
klassischen Weges, kann ebenfalls durch mikrobielle Proteine beeinflusst werden. 
Spa sowie Sbi binden das Immunglobulin IgG am konstanten Teil (Fc-Teil) und 
inhibieren somit die Erkennung durch die Initiatormoleküle des klassischen Weges 
(Zhang et al. 1998). Ssl7 und Ssl10 binden IgA sowie IgG (Langley et al. 2005; Itoh 
et al. 2010) und blockieren ebenfalls die Komplementaktivierung über den 
klassischen Weg. Ssl7 bindet zudem an C5, was die Spaltung des C5 und dadurch 
bedingt die Ausbildung des TCC inhibiert. 
ii) Viele Komplementregulatoren werden durch sezernierte oder oberflächen-
assoziierte S. aureus Proteine gebunden. Das Protein ClfA rekrutiert die Protease 
Faktor I und steigert somit die Faktor I-induzierte Spaltung von C3b in iC3b (Hair et 
al. 2008).  
S. aureus bindet weiterhin Faktor H sowie FHL-1 und andere Faktor H-verwandte 
Proteine (Sharp et al. 2012). Durch S. aureus gebundener Faktor H inhibiert den 
alternativen Komplementweg durch Abbau der C3-Konvertase, wodurch folglich 
weniger C3 gespalten wird. S. aureus-gebundener Faktor H erhält zudem seine 
Kofaktor-Aktivität für Faktor I (Sharp et al. 2012). Bisher bekannte Faktor H-bindende 
Staphylokokken-Proteine sind Sbi, Efb (Böhm 2013) und Serine aspartate repeat 
protein E (SdrE), wobei Sbi und Efb mit Faktor H und C3 bzw. C3b einen Tripartit-
Komplex bilden. Das Protein Ecb bindet Faktor H indirekt über eine Tripartit-
Komplex-Ausbildung mit C3b (Amdahl et al. 2013). Sbi rekrutiert C3 und blockiert 
den alternativen Komplementweg zum einen durch die Initiierung des Verbrauchs 
von C3 (Clark et al. 2011; Burman et al. 2008). Zum anderen werden im Tripartit-
Komplex mit Faktor H sowohl C3 (Hammel et al. 2007) als auch C3b (Haupt et al. 
2008) durch Faktor I gespalten, was eine Inhibition der Komplementkaskade 
verursacht. 
Ein weiterer Regulator, der durch S. aureus rekrutiert wird, ist Plasminogen. 
S. aureus gebundenes Plasminogen kann durch die mikrobielle Protease SAK 
gespalten und in Plasmin aktiviert werden (Mölkänen et al. 2002; Lähteenmäki et al. 
2001; Okada et al. 2000). Die folgenden S. aureus Proteine binden Plasminogen: die 
zytosolischen Proteine Inosin 5´ Monophosphat Dehydrogenase (IMPDH), α-
Enolase, Ribonukleotid-Reduktase (Mölkänen et al. 2002; Antikainen et al. 2007), die 
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Sortase-verankerten zellwandassoziierten FnBPA und FnBPB (Pietrocola et al. 
2016), das Mangan-Transport Protein C (MntC) (Salazar et al. 2014) sowie die 
extrazellulären und membranassoziierten Proteine Efb und Sbi. Plasmin(ogen) 
spaltet neben ECM-Proteinen Opsonine, wie IgG und C3b und inhibiert damit die 
Komplementkaskade. S. aureus umgibt sich mit einem Fibrinwall, um der Erkennung 
durch das humane Immunsystem zu entgehen. Zur weiteren Ausbreitung des 
Erregers S. aureus nach Vermehrung dient die Plasminogenrekrutierung der 
Auflösung dieser Fibringerinnsel (Barthel et al. 2012a). 
iii) Dadurch, dass SAK das Proenzym Plasminogen in Plasmin aktiviert, verstärkt die 
SAK die Freisetzung von S. aureus aus Fibringerinnseln durch deren Auflösung und 
kann somit zur Ausbildung einer systemischen Infektion beitragen (Lähteenmäki et 
al. 2005; Lähteenmäki et al. 2001; Mölkänen et al. 2002). Mit Hilfe der Protease 
Aureolysin (Aur) kann zudem der humane Aktivator des Plasminogens, das uPa aus 
dem Pro-uPa aktiviert werden (Beaufort et al. 2008) (Abb. 1.5). 
1.2.1.3.1 S. aureus und der TCC 
S. aureus ist, genau wie alle grampositiven Bakterien, durch eine dicke 
Peptidoglykanschicht vor der Lyse durch den TCC geschützt ist. Dennoch gibt es 
Virulenzproteine, welche die TCC-Assemblierung inhibieren. Das S. aureus Protein 
Ssl7 blockiert beispielsweise die Freisetzung von C5a und dem für den TCC 
wichtigen C5b, indem es C5 bindet und die Bindung dessen an die C5-Konvertase 
unterbindet (Bestebroer et al. 2010). Und obwohl keine Lyse möglich ist, sind 
monomere und polymere C9-Proteine auf der Zelloberfläche vorhanden. Dies deutet 
auf eine weitere, bisher unbekannte Rolle des TCC hin (Berends et al. 2013). In zwei 
Studien wurde bereits über eine mögliche neue Rolle des TCC berichtet: lösliche 
C5b-9-Komplexe üben durch Bindung an Endothelzellen einen proinflammatorischen 
Effekt aus (Tedesco et al. 1997). Weiterhin tragen lösliche C5b-9-Komplexe zur 
Neutrophilen-Chemotaxis bei (Dobrina 2002). 
1.2.1.4 Phagozytose von S. aureus durch Neutrophile und 
Evasionsmechanismen 
Neutrophile sind die einzigen humanen phagozytischen Zellen, welche 
Staphylokokken effektiv durch Aufnahme und Bekämpfung mit Proteasen, 
antimikrobiellen Peptiden und Proteinen sowie ROS-Generierung abtöten können 
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(van Kessel et al. 2014). Voraussetzung für die Phagozytose ist die Erkennung von 
S. aureus als körperfremd. Charakteristische Phagozytosemarker von S. aureus sind 
Zellwandkomponenten, wie Peptidoglykan (PGL), Zellwand Teichonsäuren (wall 
teichoic acids, WTA) und Proteine wie ClfA (Brown et al. 2013; Silhavy et al. 2010). 
Die Erkennung von PGL durch IgG und auch durch das aktive Komplementprotein 
C3b spielt eine zentrale Rolle (Peterson et al. 1978). Da S. aureus ein Kommensale 
ist, besitzen auch gesunde Menschen im Serum Antikörper gegen das fakultativ 
pathogene Bakterium. Diese machen 0,1-3 % aller Serum-Antikörper aus. Die bei der 
Aktivierung des Komplements freigesetzten Moleküle C3b und iC3b sowie die bereits 
genannten Immunglobuline binden an die Zellwandstrukturen von S. aureus und 
opsonisieren den Erreger somit. 
Neben den bereits erwähnten NETs, die etwa 3-4 Stunden nach Exposition mit 
Staphylokokken auf diese reagieren, entdeckten Pilsczek et al. 2010 das 
Vorhandensein von extrazellulären Vesikeln von Neutrophilen als Antwort auf 
eindringende Staphylokokken. Nach bereits 5-60 Minuten werden Vesikel, gefüllt mit 
nukleärer DNA in den extrazellulären Raum freigegeben. Dort brechen die Vesikel 
auf. Chromatin wird freigesetzt und tötet eingedrungene S. aureus ab. Die 
Neutrophilen untergehen in diesem Zusammenhang keiner Lyse und die 
Plasmamembran bleibt komplett erhalten (Pilsczek et al. 2010). 
Viele S. aureus Virulenzfaktoren richten sich gegen die angeborene Immunantwort, 
phagozytische Zellen eingeschlossen. Bis zu 50 % aller klinischen S. aureus Stämme 
besitzen eine Polysaccharidkapsel (O'Riordan und Lee 2004), welche die 
Phagozytose inhibiert (Nanra et al. 2013; Thakker et al. 1998). S. aureus entgeht 
zudem der Erkennung durch phagozytische Zellen durch die Sekretion von IgG-
bindenden Proteinen. Spa hat fünf Ig-bindende Domänen, mit denen es den Fc-Teil 
von Antikörpern bindet und diese somit für die Detektion unzugänglich macht 
(Dossett et al. 1969; Peterson et al. 1977). Ein weiteres Protein, Sbi, besitzt zwei Ig-
bindende Domänen mit ähnlicher Spezifität wie für Spa (Atkins et al. 2008). Sbi 
knock out Bakterien weisen, verglichen mit dem Wildtyp, ein schlechteres Überleben 
auf und werden schneller durch Neutrophile aufgenommen (Smith et al. 2011). Die 
Erkennung der Opsonine des Komplementsystems wird durch vielfältige 
Mechanismen mittels S. aureus Proteinen unterbunden. Efb bindet an das Opsonin 
C3b und zugleich an Fibrinogen und verdeckt C3b sowie gebundene Igs unter einer 
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Fibrinogenschicht (Ko et al. 2013). ClfA inhibiert die Phagozytose ebenfalls durch 
Bindung des humanen Fibrinogens (Higgins et al. 2006). Mikrobiell gebundenes 
Plasmin(ogen) trägt ebenfalls zur aktiven Beseitigung der Opsonine bei: einerseits 
binden Sbi und Efb Plasmin(ogen) und dieses spaltet C3b (Koch et al. 2012) und 
andererseits aktiviert die mikrobielle SAK humanes Plasminogen zu Plasmin, 
welches C3b und IgG spaltet (Rooijakkers et al. 2005b). Das S. aureus Protein 
chemotaxis inhibitory protein of staphylococci (CHIPS) inhibiert die Chemotaxis von 
Neutrophilen und Monozyten. CHIPS bindet direkt an C5a und an Formyl-Peptid 
Rezeptoren und inhibiert somit die Rekrutierung von Phagozyten (de Haas et al. 
2004; Postma et al. 2004) (Abb. 1.5). 
15-50 % der phagozytierten S. aureus überleben zudem auch nach der 
Internalisierung durch Neutrophile (Kobayashi et al. 2010; Rogers und Tompsett 
1952; Voyich et al. 2005). Leukozidine werden im Inneren freigesetzt und lysieren die 
Neutrophilen osmotisch (DuMont et al. 2013; Panton und Valentine 1932), außerdem 
können die gebildeteten ROS mittels Katalasen und Superoxiddismutasen 
neutralisiert werden (Mandell 1975). Um den NETs zu entkommen, exprimieren 
Staphylokokken Nukleasen (Berends et al. 2010). 
1.2.2 Superantigene und Superantigen-ähnliche Proteine (Ssls) 
S. aureus exprimiert 40 sekretierte Toxine, die als bakterielle Superantigene 
bezeichnet werden. Superantigene verbinden sogenannte Haupt-Histokompa-
tibilitätskomplex- (major histocompatibility complex, MHC) Klasse 2-Komplexe auf 
Antigen-präsentierenden Zellen mit T-Zell-Rezeptoren und stimulieren damit sehr 
potent T-Zellen. Die Gene der Superantigene sind durch genetische Elemente, wie 
Transposons, Plasmide und Pathogenitätsinseln oder auch durch Prophagen kodiert. 
Die Ausschüttung dieser Toxine in die humane Blutbahn verursacht daher die 
Freisetzung von großen Mengen an Zytokinen wie IL-2, IFN-γ und TNF-α. Eine 
systemische Intoxikation mit einem Toxin, wie dem TSST von S. aureus, kann 
schnell zu einer lebensbedrohlichen Situation führen (Fraser und Proft 2008). 
Superantigen-ähnliche Proteine (secreted superantigen like, ssl) von S. aureus sind 
evolutionär aus Superantigenen entstanden (Chung et al. 2007). Insgesamt gibt es 
14 Ssls. Die Gene ssl1-ssl10 sind in der Pathogenitätsinsel SaPIn2 kodiert, ssl11 ist 
nah am Hauptcluster kodiert und ssl12-ssl14 befinden sich in einem zusätzlichen 
Cluster stromabwärts vom ssl-Hauptcluster (Fraser und Proft 2008). Die 
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Pathogenitätsinsel saPIn2 ist möglicherweise essentiell an der evolutiven 
Entwicklung von S. aureus zum humanen Krankheitserreger beteiligt (Baba et al. 
2008). Unter Normalbedingungen werden Ssls nur in geringem Maß exprimiert. Unter 
spezfischen Stressbedingungen wird die Expression jedoch stark hochreguliert. Die 
Funktionen der Ssls unterscheiden sich von den Superantigenen. Ssls stellen 
Inhibitoren der angeborenen Immunität dar (Fraser und Proft 2008). 
Ssls sind Superantigenen strukturell ähnlich, da sie aus den gleichen zwei 
Polypeptid-Domänen zusammengesetzt sind. N-terminal befindet sich eine 
Oligosaccharid-Bindedomäne (OB) und C-terminal eine sogenannte β-grasp-
Domäne (Arcus et al. 2002; Langley et al. 2010; Fraser und Proft 2008). Die OB-
Domäne besteht aus einer fünf-strängigen β-Faltblattstruktur, die sich zu einem β-
barrel formiert und von einer kleinen α-Helixstruktur verschlossen wird (Fraser und 
Proft 2008). Die β-grasp-Domäne ist eine gewundene β-Faltblattstruktur aus vier bis 
fünf antiparallelen Strängen die an eine hochkonservierte α-Helix angrenzt (Fraser 
und Proft 2008). Die Strukturen von Ssl7 (Al-Shangiti et al. 2004), Ssl5 (Arcus et al. 
2002) sowie Ssl11 (Chung et al. 2007) wurden bereits näher charakterisiert. Obwohl 
deren generelle Struktur der des TSST-Superantigens sehr ähnelt, weisen die für die 
MHC Klasse II-Bindung verantwortlichen Domänen erwartungsgemäß bei den Ssls 
eine andere Struktur auf (Abb. 1.6). 
 
Abbildung 1.6: Der Aufbau von Superantigenen und Ssls. Superantigene und Ssls bestehen 
jeweils aus einer N-terminalen OB-Domäne und einer β-grasp-Domäne, die C-terminal lokalisiert ist. 
Die OB-Domäne umfasst fünf β-Faltblattstrukturen und eine α-Helix. Die β-grasp-Domäne weist eine 
gewundene β-Faltblattstruktur aus antiparallelen Strängen auf und grenzt an eine hochkonservierte α-
Helix (modifiziert nach Fraser und Proft 2008). 
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1.2.2.1 Regulation der Expression von Ssls 
Die Expression von Ssls wird generell durch das Quorum sensing system Agr 
reguliert. Die Repression der ssl Expression erfolgt indirekt und Agr-abhängig. Der 
Transkriptionsfaktor Rot sowie das Zweikomponentensystem SaeRS beeinflussen 
die Aktivierung von ssl-Genen positiv und in konzertierter Weise. S. aureus Stämme, 
die kein Agr besitzen, exprimieren verstärkt Ssls. Rot war ursprünglich als Repressor 
für Virulenzfaktoren bekannt (McNamara et al. 2000), induziert aber auch die 
Expression von Spa (Tegmark et al. 2000). Es wurde erstmals beschrieben, dass Rot 
und SaeR in konzertierter  Weise an ssl Promotoren binden und somit die Expression 
von Ssls bewirken (Benson et al. 2012). Rot und SaeR interagieren direkt mit den ssl 
Promotoren und aktivieren diese somit, insbesondere das Ssl11. Die Bindestelle von 
SaeR an bakterielle Promotoren wurde bereits identifiziert (Nygaard et al. 2010). 
Zudem weisen die Promotoren der ssls eine SaeR Bindestelle auf, welche jeweils mit 
der -35 Region überlappt (Benson et al. 2011). Das Agr-System wiederum verhindert 
die Expression von Ssls, indem Rot durch RNA III inhibiert wird (Benson et al. 2011). 
1.2.2.2 Ssls sind Virulenzproteine 
Ssls sind virulenzassoziierte Proteine. Genau wie viele Superantigene sind auch die 
Ssls oftmals befähigt, zwei Targetproteine zu binden. Viele Funktionen von Ssls 
wurden bereits identifiziert: So bindet Ssl3 TLR2 und inhibiert dessen Aktivierung auf 
der Oberfläche von humanen und murinen Neutrophilen und Monozyten (Bardoel et 
al. 2012).  
Ssl4 und Ssl11 binden glykanabhängig an myeloide Zellen und werden von 
Neutrophilen und Makrophagen effektiv internalisiert (Hermans et al. 2012). Ssl2-
Ssl6 und Ssl11 haben in der C-terminalen Domäne eine hochkonservierte 
Sialyllaktosamin-Bindestelle (Baker et al. 2007). Die Affinität von Ssl4 zur Sialinsäure 
Sialyl Lewis X (Slex) ist dabei viel höher als diejenige von Ssl11. Ssl11 bindet 
wiederum stärker an die verkürzte Variante von Slex namens Sialyllactosamin 
(sLacNac) (Hermans et al. 2012). sLacNac ist ein Trisaccharid und wird auf 
Oberflächen-Glykoproteinen, wie P-Selektin Glykoprotein (PSGL-1), exprimiert. Ssl4 
und Ssl11 kompetitieren dabei nicht um die Bindung an Zellen (Hermans et al. 2012).  
Ssl5 nimmt Einfluss auf neutrophile Granulozyten (Baker et al. 2007), indem es die 
Adhärenz der Neutrophilen an P-Selektin beinhaltende Oberflächen potent inhibiert 
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(Bestebroer et al. 2007; Arcus et al. 2002). Ssl5 ist damit ein Inhibitor der 
Leukozyten-Rekrutierung. 
Ssl7 bindet IgA (Langley et al. 2005) und unterbindt die Komplementaktivierung über 
den klassischen Weg. Damit verhindert Ssl7 die Erkennung durch den FcαRI 
(Langley et al. 2005; Ramsland et al. 2007). Ssl7 inhibiert weiterhin als Antwort auf 
S. aureus die Generierung von ROS durch Phagozyten (Bestebroer et al. 2010). Ssl7 
bindet zudem C5 mittels der C-terminalen β-grasp-Domäne, während die OB-
Domäne IgA bindet (Laursen et al. 2010). Der Effekt dieser Ssl7-C5-Bindung wird in 
der Inhibition der durch Komplement verursachten Lyse, sowohl von  E. coli, als auch 
Hämolyse von Erythrozyten deutlich (Langley et al. 2005). Es ist wahrscheinlich, 
dass die Lyse verhindert wird, weil die Spaltung von C5 inhibiert und der TCC nicht 
generiert wird (Bestebroer et al. 2010). 
Ssl10 bindet, ähnlich wie Protein A, humanes IgG und blockiert die Bindung an FcγR 
auf Monozyten (Itoh et al. 2010). Durch Ssl10 wird die Phagozytose von IgG1-
opsonisierten S. aureus durch Neutrophile inhibiert (Patel et al. 2010). Ssl10 bindet 
weiterhin Fibrinogen und Fibronektin via der C-terminalen β-grasp-Domäne (Patel et 
al. 2010) und beeinflusst die Adhäsion und Invasion von S. aureus positiv. 
1.2.2.3 Ssl11 
Ssl11 hat ein Molekulargewicht von 25 kDa und wird von allen bisher untersuchten 
S. aureus Stämmen exprimiert (Chung et al. 2007). Die N-terminale OB-Domäne von 
Ssl11 besteht aus den Aminosäuren 22-89. Die fünfsträngige β-grasp-Domäne setzt 
sich aus den fünf β-Faltblatt-Strukturen β1 bis β5 zusammen. Über einen flexiblen 
Linker ist die OB-Domäne mit der C-terminalen β-grasp-Domäne, von Aminosäure 98 
bis 196, verbunden, bestehend aus der α-Helix α4 und den fünf β-Faltblättern β7-β6-
β12-β9-β10. Die N-terminalen Aminosäuren 8-18 bilden eine Helix, welche innerhalb 
der Lücke zwischen beiden Domänen lokalisiert ist (Chung et al. 2007) (Abb. 1.8). 
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H OB β-grasp
Domänen:
N- -C
As  8-18        22-89 90-196
[25 kDa]
 
Abbildung 1.7: Ssl11 besteht aus einer OB- und einer β-grasp-Domäne. Das S. aureus Protein 
Ssl11 besteht aus einer N-terminal lokalisierten OB-Domäne. Ein Linker in Form einer α-Helix 
verbindet diese mit der C-terminalen β-grasp-Domäne. Ssl11 hat ein Molekulargewicht von 25 kDa. 
Die Struktur von Ssl11 (grün) in Komplex mit der Sialinsäure Sle
x
 (orange) wurde bereits im Detail 
charakterisiert (modifiziert nach Chung et al. 2007). 
Mit 44 % Sequenzidentität ist Ssl11 dem Ssl5 strukturell am ähnlichsten (Chung et al. 
2007). So sind die Faltblattstrukturen β6 und β7 länger als bei anderen Ssls. Daraus 
bildet sich eine Haarnadel-Struktur, die eine Dimerisierung dieser beiden Proteine 
ermöglicht. Zudem fehlen Ssl5 und Ssl11 hinter der Faltblattstruktur β10 neun bis 
zehn Aminosäuren. Die daraus entstandene V-förmige Struktur stellt eine Bindestelle 
für die Sialinsäure Slex dar. 
Sialinsäuren sind ein geeignetes Target für Mikroorganismen für die Wirtserkennung, 
Anlagerung und Invasion (Bishop und Gagneux 2007). Slex ist ein Ligand für P-, E- 
und L-Selektin (Somers et al. 2000) und ist essentiell für die Rekrutierung von 
Leukozyten. Ssl11 bindet an Glykoproteine, die Sialinsäuren beinhalten, wie 
beispielsweise den Fc-Rezeptor für IgA (FcαRI) und PSGL-1. PSGL-1 stellt einen 
Liganden für P-Selektin dar, welches wiederum die Adhärenz von Neutrophilen an 
Endothelzellen reguliert. Dadurch wird die Anlagerung von Neutrophilen an P-
Selektin-tragende Oberflächen blockiert. 
Verantwortlich für die Bindung von Ssl11 an Sialinsäuren sowie Galaktose-Reste 
sind Bindestellen innerhalb der C-terminalen β-grasp-Domäne. Ssl11 blockiert somit 
potent die Adhärenz von Neutrophilen an Endothelzellen und trägt zudem zur 
schnellen Internalisierung in Neutrophile bei (Chung et al. 2007). 
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1.2.3 PurA - ein moonlighting Protein von S. aureus 
Das Protein Adenylsuccinat Synthetase (PurA) wurde bisher als zytosolisches Enzym 
mit einem Molekulargewicht von 47 kDa beschrieben. Im Nukleinsäure-Stoffwechsel 
katalysiert PurA in Anwesenheit von Magnesium die Reaktion vom 
Inosinmonophosphat (IMP) und Guanosintriphosphat (GTP) und Aspartat zum 
Adenylsuccinat (Silva et al. 1995). 
GTP + IMP + L-Aspartat GDP + Pi + Adenylsuccinat 
Die Adenylsuccinat-Synthetase wird dabei durch AMP, Adenylsuccinat, GDP und 
GMP feedback-inhibiert. Dies wird durch signifikante Konformationsänderungen 
innerhalb der Synthetase ermöglicht, die durch Nukleotid-Liganden hervorgerufen 
werden (Silva et al. 1995).  
Das Gen für PurA ist gemeinsam mit weiteren pur-Genen in einem Operon kodiert. 
Diese Gene kodieren ebenfalls für Purin-Synthese-Enzyme. Das exprimierte Protein 
liegt als Dimer vor. Verglichen mit den Synthetasen anderer Bakterienstämme 
besteht eine Aminosäure-Sequenz-Homologie von etwa 40 % (Silva et al. 1995). 
PurA hat einen Einfluss auf die Virulenz von S. aureus (Lawrence et al. 1997; Selle 
2015). Damit ist PurA ein neu identifiziertes moonlighting Protein. Moonlighting 
Proteine sind zytosolische Metabolismus-Proteine, welche zudem sekretiert oder 
oberflächenassoziiert vorkommen und zumeist eine Funktion in der Virulenz 
aufzeigen. Die meisten humanpathogenen Mikroorganismen besitzen moonlighting 
Proteine als Virulenzfaktoren. Das erste identifizierte moonlighting Protein war zu 
Beginn der 1990er Jahre die Glyzerinaldehyd-3-phosphat- Dehydrogenase (GAPDH) 
von Streptococcus pyogenes, welche auf der mikrobiellen Oberfläche lokalisiert ist. 
Viele moonlighting Proteine sind evolutionär früh entstanden und haben eine 
ausgeprägte Konservierung der Gensequenz zwischen Pro- und Eukaryoten. 
Bakterielle moonlighting Proteine können eine einzelne moonlighting-Funktion haben 
oder viele zusätzliche biologische Funktionen ausüben. Sie wirken als Adhäsine oder 
Signalmoleküle (Henderson 2014). 
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1.3 Ziel des Promotionsprojektes 
Staphylokokken nutzen hochentwickelte Strategien, um das humane Komplement-
system zu umgehen und so die Wirtsantwort zu manipulieren. Es wurden bereits 
viele komplementinhibierende Proteine von S. aureus identifiziert und hinsichtlich 
ihres spezifischen Wirkmechanismus charakterisiert. Neben Proteinen mit 
einzigartigen Funktionen weisen viele Proteine auch redundante Funktionen auf. 
Aufgrund der Zunahme der Multiresistenzen birgt die Behandlung von S. aureus 
Infektionen mit Antibiotika immer Risiken. Um eine neuartige Therapieform zu 
entwickeln, ist es einerseits essentiell, die Wirkmechanismen von komplement-
inhibitorisch wirkenden Staphylokokken Proteinen zu verstehen. Andererseits ist es 
von elementarer Bedeutung, wenngleich auch um einiges schwieriger, das komplexe 
Zusammenspiel dieser einzigartig und redundant wirkenden Proteine zu ergründen. 
Die Basis dessen besteht jedoch zunächst in der Identifizierung bisher unbekannter 
Komplementinhibitoren und der Charakterisierung dieser konservierten Evasions-
strategien. 
Das Ziel des Promotionsprojektes war die Charakterisierung der rekombinant 
exprimierten Proteine Ssl11 und PurA als Komplementevasionsproteine von 
S. aureus. Dazu sollte die Rekrutierung von Faktor H und dem weiteren abundanten 
Plasmaprotein und Komplementregulator Plasminogen analysiert werden. Die 
Oberflächenexpression der mikrobiellen Proteine sollte evaluiert werden. Weiterhin 
sollten die rekrutierten Regulatoren Faktor H und Plasmin(ogen) hinsichtlich ihrer 
komplementinhibierenden Aktivität untersucht werden. Ob die Phagozytose von 
S. aureus durch humane phagozytisch wirksame Zellen in Folge der mikrobiellen 
Proteine beeinflusst wird, ist ebenfalls Bestandteil der Untersuchungen. In vivo 
Versuche in Galleria mellonella (G. mellonella), der Wachsmottenlarve, dienen der 
ersten Überprüfung der in vitro erhobenen Ergebnisse im lebenden Organismus. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Chemikalien 
Alle herkömmlichen Chemikalien und Reagenzien wurden, sofern nicht explizit im 
Text erwähnt, von Sigma Aldrich (Taufkirchen), Carl Roth (Karlsruhe), Thermo Fisher 
Scientific (Waltham, MA, USA), Merck (Darmstadt) und AppliChem (Darmstadt) 
bezogen. 
2.2 Mikroorganismen und Zellen 
Für die Klonierung des Ssl11-Gens wurde E. coli DH5α verwendet. E. coli BL21 Star 
DE3 diente der Proteinexpression des Ssl11. Für Bindungs- und Funktionsstudien 
wurden S. aureus Newman Liv 028 Wildtyp (WT), S. aureus Newman Δspa (zur 
Verfügung gestellt von PD Dr. Knut Ohlsen, Institut für Molekulare Infektionsbiologie, 
Würzburg), S. aureus Newman ΔspaΔsbi und S. aureus Newman ΔspaΔssl11 
genutzt.  
Für Phagozytose Untersuchungen wurden die Makrophagen Zelllinie THP-1 sowie 
aus Buffy-Coats (Leukozytenkonzentrate, Institut für Transfusionsmedizin, 
Universitätsklinikum Jena) frisch isolierte neutrophile Granulozyten verwendet. 
2.3 Medien 
Zur Kultivierung von E. coli wurde Luria Bertani- (LB) Medium (5 g/l Hefeextrakt, 10 
g/l Trypton, 10 g/l NaCl, pH 7,2) genutzt. Die S. aureus Stämme wurden in tryptic soy 
broth- (TSB) Medium (17 g/l pankreatisch abgebautes Casein, 3 g/l papainisch 
abgebautes Soja, 2,5 g/l Dextrose, 5 g/l NaCl, 2,5 g/l K2HPO4, pH 7,3, BD 
Bioscience, Heidelberg) oder brain heart infusion- (BHI) Medium (12,5 g/l Hirn-Infus 
Kalb, 5 g/l Hirn-Infus Rind, 10 g/l Pepton aus Casein C/GSX, 2 g/l Glukose, 2,5 g/l 
Na2HPO4, 5 g/l NaCl, pH 7,4, Serva, Heidelberg) kultiviert. S. aureus Stämme 
wurden auf Blutagarplatten (VWR, Darmstadt) angezogen und E. coli auf LB-
Agarplatten (LB-Medium, 1,5% [w/v] Agar). Die Kultivierung von THP1-Zellen sowie 
neutrophiler Granulozyten erfolgte in RPMI 1640-Medium (Lonza, Verviers, Belgien). 
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2.4 Kultivierung von Mikroorganismen und Zellen 
Folgende S. aureus Stämme wurden bei 37°C schüttelnd in TSB- oder BHI-Medium 
kultiviert: S. aureus Newman WT, Newman Δspa (supplementiert mit 100 µg/ml 
Spektinomycin), Newman ΔspaΔsbi (supplementiert mit 100 µg/ml Spektinomycin 
und 10 µg/ml Doxycyclin) und Newman ΔspaΔssl11 (supplementiert mit 100 µg/ml 
Spektinomycin und 10 µg/ml Erythromycin). Der Ssl11 Expressionsstamm E. coli 
BL21 wurde bei 37°C schüttelnd in LB-Medium, supplementiert mit Ampicillin 
(100 µg/ml), inkubiert. Glycerinkulturen dienten der langfristigen Lagerung der 
Mikroorganismen bei -80°C. Eine über-Nacht- (üN) Kultur wurde 1:1 mit 100 % [v/v] 
Glycerin versetzt und sofort eingefroren. Die Kultivierung der THP-1 Monozyten 
erfolgte im RPMI 1640-Medium, supplementiert mit 10 % hitzeinaktiviertem fetalen 
Kälberserum (fetal calf serum, FCS), 1 % Ultraglutamin 1 und 550 µl/l Gentamicin-
sulfat bei 37°C, 5 % CO2 sowie 90 % Luftfeuchte. Neutrophile Granulozyten wurden 
für jeden Versuch frisch aus Buffy-Coats isoliert. Mittels Ficoll-paqueTM PLUS-
Beschichtung (GE healthcare, Frankfurt am Main) und anschließender Zentrifugation 
(25 min, 400 x g) wurden Erythrozyten und Leukozyten der Buffy-Coats separiert. Die 
neutrophile Granulozyten-Fraktion wurde isoliert und zunächst für 20 min mit 0,9 % 
[w/v] Natriumchlorid (NaCl) und 3 % [w/v] Dextran inkubiert. Nach einer weiteren 
Zentrifugation (jeweils 5 min, 150 x g) wurde der Überstand abgenommen. Durch 
Inkubation mit H2O für 30 sek wurden verbleibende Erythrozyten lysiert und 
anschließend erneut zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit HBSS-Puffer 
(Hank´s Balanced Salt Sodium, Lonza) wurden die isolierten neutrophilen 
Granulozyten in RPMI 1640-Medium aufgenommen und deren Anzahl mit dem 
Zellcounter (Casy 2, Schärfe System, Reutlingen) ermittelt. 
2.5 Proteine 
Die S. aureus Proteine Ssl11 (Strep-Tag) und PurA (His-Tag) wurden rekombinant in 
E. coli BL21 Star DE3 exprimiert (letzteres zur Verfügung gestellt von Martina Selle, 
Institut für Molekulare Infektionsbiologie, Würzburg). Ssl11 wurde anschließend 
gereinigt. Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Gpd2) ist ein Candida 
albicans- (C. albicans) Protein, welches in der Hefe Pichia pastoris (P. pastoris) 
exprimiert wurde (zur Verfügung gestellt von Andre Frühauf, Leibniz Institut für 
Naturstoffforschung und Infektionsbiologie, Hans-Knöll-Institut Jena). Ebenfalls in 
P. pastoris exprimiert wurden CFHR1, FHL-1 sowie die Faktor H-Fragmente SCRs  
Material und Methoden    29 
1-5, SCRs 1-6, SCRs 1-7, SCRs 8-11, SCRs 8-20, SCRs 15-18, SCRs 18-20 und 
SCRs 19-20 (zur Verfügung gestellt von Nadine Flach, Leibniz Institut für 
Naturstoffforschung und Infektionsbiologie, Hans-Knöll-Institut Jena) (Luo et al. 
2009). In Kürze: P. pastoris wurde in Komplexmedium (70 % Hefeextrakt-Pepton-
Medium [1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton], 10 % 1 M Kaliumphosphatpuffer [868 mM 
KH2PO4, 132 mM K2HPO4, pH 6,0], 10 % 10x Hefe-Stickstoff-Medium [134 g/l 
(NH4)2SO4)], 0,2 % Biotin, 1 % Methanol) für 3 Tage bei 30°C und 180 rpm kultiviert. 
Die Proteinexpression wurde alle 24 h mit 1 % Methanol induziert. Anschließend 
wurden die Überstände gesammelt, filtriert und das jeweilige Protein mittels His-Tag 
affinitätschromatografisch gereinigt. Folgende Proteine wurden käuflich erworben: die 
Komplementproteine Faktor H, Faktor I (Complement Technologies, Tyler, TX, USA), 
Plasminogen und uPa (Technoclone, Wien, Österreich), SAK (MyBioSource, San 
Diego, CA, USA), Fibrinogen (Calbiochem, San Diego, CA, USA) sowie LPS (Sigma 
Aldrich, Taufkirchen).  
2.6  Proteinexpression und -reinigung von Ssl11 
Das ssl11-Gen wurde mittels Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, 
PCR) aus genomischer DNA von S. aureus amplifiziert. Es wurden die Primer Ssl11 
for (5´-ATGGTAGGTCTCAAATGAGTACATTAGAGGTTAGATCACAAG-3´) und 
Ssl11 rev (5´-ATGGTAGGTCTCAGCGCTTAAATTCACTTCAATTTTCTCTATATTTC-
3´) verwendet. Das Amplikon wurde in den pPR-IBA1-Vektor (Iba GmbH, Göttingen) 
kloniert und in E. coli DH5α transformiert (zur Verfügung gestellt von Prof. Susanne 
Engelmann, Ernst-Moritz-Arndt Universität Greifswald, Institut für Mikrobiologie). 
Anschließend wurde das Plasmid in den Expressionsstamm BL21 Star DE3 
transformiert. Die Expression von Ssl11 wurde durch Zugabe von 1 mM Isopropyl β-
D-Thiogalaktosidase (IPTG) induziert und die Kultivierung des E. coli Stammes 
erfolgte für 4 h. Die Lyse der E. coli-Zellen erfolgte in Lysepuffer (50 mM 
Kaliumphosphat, 400 mM NaCl, 100 mM KCl, 10 % [v/v] Glycerol, 0,5 % [v/v] Triton 
X-100, 10 mM Imidazol, pH 7,8). Es folgte ein dreimaliges Einfrieren der Lyseproben 
in Flüssigstickstoff und Auftauen bei 42°C. Nach 30 min Zentrifugation bei 5500 x g 
wurde der Überstand, der das Ssl11 enthielt zur Vorbereitung der affinitäts-
chromatographischen Reinigung mit DPBS (Lonza) verdünnt und sterilfiltriert. Die 
Affinitätschromatographie erfolgte über den rekombinant exprimierten C-terminalen 
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Strep-Tag. Die Eluatfraktionen des Ssl11 wurden mit einem Silbergel auf die Reinheit 
des Proteins geprüft und anschließend vereinigt, konzentriert und in DPBS 
aufgenommen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch (NanoDrop, 
peqlab, Erlangen) und mittels eines BCA-Kits. Es wurde nach Angaben des 
Herstellers verfahren.  
2.7 Antikörper und Antiseren  
Rekombinant exprimiertes Ssl11 (0,4 mg) wurde verwendet, um Kaninchen zu 
immunisieren und polyklonales Kaninchen Ssl11 Antiserum (Davids Biotechnologie 
GmbH, Regensburg) zu generieren. Mittels Western Blot Analysen wurde das 
generierte Antiserum auf dessen Potential, Ssl11 zu detektieren, untersucht. Das 
polyklonale Kaninchen CFHR1 Antiserum wurde ebenfalls im Haus generiert (Andrea 
Hartmann, Leibniz Institut für Naturstoffforschung und Infektionsbiologie, Hans-Knöll-
Institut Jena, in Kooperation mit Eurogentec, Lüttich, Belgien). Es wurden polyklonale 
Antiseren Ziege Faktor H und Ziege C3 (Complement Technologies), polyklonales 
Ziege Plasminogen und Fibrinogen Antiserum (Acris Antibodies, San Diego, USA) 
bezogen. Folgende monoklonalen Antikörper wurden verwendet: αC3b (Fitzgerald, 
Acton, MA, USA), αC5b-9 (Dako, Glostrup, Dänemark), αC3d (Complement 
Technologies). Weiterhin wurden die monoklonalen αFaktor H Antikörper T13 (SCRs 
15-19), B22 (SCR 5), L20 (SCR 19), C18 (SCR 20), C21 (SCRs 15-18) und H04 
(SCRs 8-20) (Oppermann et al. 2006) genutzt. Die HRP-konjugierten polyklonalen 
Ziege- (AgriSera, Vännäs, Schweden oder Dako), Kaninchen und Maus- (beides 
Dako) Antiseren stellen sekundäre Antikörper dar, ebenso wie der HRP-konjugierte 
StrepMAB-Classic-Antikörper (Iba GmbH) und die Alexa647-konjugierten 
polyklonalen Maus und Ziege Antiseren (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). 
Normales humanes Serum (NHS) wurde nach Absprache von gesunden Spendern 
gewonnen, vereint und bei -80°C gelagert. Die Inaktivierung von NHS erfolgte durch 
Zugabe von 10 mM EDTA. 
2.8 Mutantenerstellung durch Phagentransduktion 
Zur Generierung von Ssl11-defizienten S. aureus Stämmen wurden Phagen 
verwendet. Es wurde eine Ssl11-Insertionsmutante aus der Nebraska Transposon 
Mutanten-Bibliothek NARSA (zur Verfügung gestellt von PD Dr. Knut Ohlsen, Institut 
für Molekulare Infektionsbiologie, Würzburg) genutzt. Aus dem artifiziellen, 
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plasmidfreien S. aureus Stamm USA300 JE wurde die mittels Transposons erstellte 
Insertionsmutante des Ssl11 via Phagentransduktion in den S. aureus Newman und 
S. aureus Newman Δspa integriert. Zur Erstellung eines Phagenlysats wurden 20 ml 
der S. aureus üN-Kultur mit 1 M CaCl2 versetzt. Die Phagen wurden 1:100 in 
Phagenpuffer (LB-Medium, 5 mM CaCl2) verdünnt. 300 µl der üN-Kultur wurden bei 
52°C für 2 min inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 100 µl der 
verdünnten Phagensuspension. Der Ansatz wurde 2 h bei RT inkubiert. Nach der 
Inkubation wurden 4 ml eines auf 55°C vorgewärmten Softagars (LB-Medium, 0,6 % 
[w/v] Agar) zum Ansatz gegeben und die Suspension auf eine LB-Platte transferiert, 
welche üN bei 37°C inkubiert wurde. Um den Softagar von der LB-Platte zu lösen, 
wurden 2 ml des Phagenpuffers zugefügt, der Softagar vorsichtig abgelöst und in ein 
neues Gefäß überführt. Nach Zentrifugation bei 6000 rpm für 30 min wurde der 
Überstand, welcher das generierte Phagenlysat darstellt, sterilfiltriert und bei 4°C 
gelagert. 
Für die Transduktion der Phagen wurden 10 ml einer üN-Kultur des Rezipienten-
stammes mit 1 M CaCl2 versetzt. 300 µl dieser Kultur wurden bei 52°C für 2 min 
inkubiert. Anschließend wurden 100 µl des hergestellten Phagenlysats zugegeben 
und die Suspension bei RT für 30 min inkubiert. Es wurde erneut auf 55°C erhitzter 
Softagar (2 ml) hinzugefügt, die Suspension auf eine antibiotikahaltige LB-Platte 
überführt und üN bei 37°C inkubiert. Die Phagentransduktion wurde durch eine 
darauffolgende PCR, in der Lysate der erhaltenen S. aureus Klone als DNA-template 
dienten, überprüft. 
2.9 PCR und Agarose-Gelelektrophorese 
Die PCR dient der Amplifizierung genau definierter DNA-Bereiche. In dieser Arbeit 
wurde die PCR zum Nachweis der Phagentransduktion der Ssl11-Insertionsmutante 
in die Protein A-Mutante des S. aureus Newman (Newman Δspa) eingesetzt. Genutzt 
wurde die DNA-Polymerase GoTaq© Flexi (Promega, Madison, WI, USA). Die 
Primer ssl11_up for (5´-ACAACAGGGATGATTACAACTACTGCTCAGC-3´) sowie 
3' bursa aur 500bp rev (5´-TTAGCCTGCCATGATGTATACATTGTGTGAG-3´), 
dNTPs, GoTaq-Puffer, MgCl2, H2O und Bakterienlysat als template wurden nach 
Angaben des Herstellers pipettiert. Der PCR-Ablauf war wie folgt: initiale 
Denaturierung (5 min 94°C), 30 Zyklen mit jeweils Denaturierungs- (30 sek 94°C), 
Annealing- (Anlagerung) der Primer (30 sek, 53°C) und Elongationsphase (2 min 
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68°C).Die PCR-Produkte wurden für die Agarose-Gelelektrophorese mit Ladepuffer 
(50 % [v/v] TE-Puffer, 49,2 % [v/v] Glycerin, 0,04 % [v/v] Xylencyanol, 0,04 % [v/v] 
Bromphenolblau) versetzt und in einem 1 %igen Agarosegel in 1x TAE-Puffer (50x: 
2 M Tris, 5,7 % [v/v] Eisessig, 50 nM EDTA pH 8) bei 120 V elektrophoretisch 
aufgetrennt. Es folgte eine Färbung mit Ethidiumbromid (0,5 µg/ml), eine Entfärbung 
mit H2O sowie die Auswertung unter UV-Licht durch ein Geldokumentationssystem. 
2.10 Proteinarray 
Der Proteinarray der Firma Alere Technologies GmbH (Jena) ermöglicht die schnelle 
Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen. Die Proteine des Arrays sind 
virulenzassoziiert, hypothetisch virulenzassoziiert oder oberflächenassoziiert mit 
bisher unbekannter Funktion für den Mikroorganismus. Es befinden sich 
unterschiedliche Konzentrationen jedes Proteins auf dem Array. Angegebene Werte 
beziehen sich auf Signale bei der jeweiligen Maximalkonzentration. Diese reichen 
von 0,45 bis 0,8 mg/ml. Die Proteine liegen jedoch, unabhängig der 
Maximalkonzentration, in Sättigung vor. Im Rahmen der Etablierung dieser Methode 
wurden verschiedene Protokolle getestet, von denen zwei in dieser Arbeit verwendet 
wurden. 
1) Zunächst wurde der Proteinarray Staph-Toxin-Ag02 verwendet, welcher 46 
immobilisierte rekombinant exprimierte, oberflächenexponierte sowie intrazelluläre 
S. aureus Proteine umfasst. Es erfolgte ein Waschschritt mit Puffer (PBS 0,1 % [v/v] 
FCS, 0,05 % [v/v] Tween-20, 0,25 % [v/v] TritonX-100) bei 400 rpm für 5 min. 
Inkubationen erfolgten, wenn nicht anders beschrieben, bei 37°C. Unspezifische 
Bindestellen wurden für 5 min bei 300 rpm mit Blockpuffer (PBS, 0,05 % [v/v] Tween-
20, 90 % [v/v] FCS) inkubiert. Es wurde mit Faktor H (10 µg/ml) bei 300 rpm für 
30 min inkubiert. Nach einen Waschschritt wurde polyklonales Ziege Faktor H 
Antiserum (1:1000) sowie darauffolgend HRP-konjugiertes polyklonales Ziege 
Antiserum (1:1000) für jeweils 30 min bei 300 rpm zugegeben. Nach zwei finalen 
Waschschritten wurde das Substrat D1 (Alere Technologies GmbH) bei 25°C für 
10 min ohne schütteln inkubiert. Die Proben wurden vermessen (ArrayMate Alere 
Technologies GmbH). Aus den Rohdaten wurden mittels der Software Icono clust 
(Alere Technologies GmbH) Messwerte generiert. 
2) Das zweite Protokoll wurde von Dr. Peggy Kloppot (Ernst-Moritz-Arndt Universität 
Greifswald, Institut für Mikrobiologie) durchgeführt. Es wurde der Staph-Toxin-Ag03 
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genutzt, welcher 64 immobilisierte Proteine aufweist. Die Inkubationstemperatur 
betrug 25 °C. Die Zusammensetzung von Waschpuffer (PBS; 0,1 % [v/v] Blockpuffer 
von Roche, 0,05 % [v/v] Tween-20, 0,25 % [v/v] TritonX-100) und Blockpuffer (1 % 
[v/v] Blocking Reagent, Roche, Basel, Schweiz) unterscheidet sich vom ersten 
Protokoll, wohingegen Inkubationszeiten wie rpm-Angaben übereinstimmen. Es 
wurde die Bindung des Proteins Glu-Plasminogen (Haemochrom Diagnostica GmbH) 
untersucht. Zur Detektion wurden das polyklonale Ziege Plasminogen Antiserum 
(1:15000) sowie HRP-konjugiertes polyklonales Ziege Antiserum (1:7500 für 
Plasminogen) verwendet. 
2.11 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
Der ELISA diente im Rahmen dieser Arbeit der Identifikation und Charakterisierung 
von Protein-Protein-Interaktionen. Ssl11, PurA, Gpd2, Gelatine und C3b (jeweils 
5 µg/ml oder äquimolar in DPBS) wurden auf Mikrotiterplatten (Nunc, maxisorb, 
Rochester, NY, USA oder Sarstedt, HiBind, Nümbrecht) immobilisiert (üN, 4°C oder 
1 h, 37°C). Die Blockierung unspezifischer Bindestellen erfolgte mit Waschpuffer 
(PBSII [140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4], 
0,5 % [v/v] Tween-20) und 2 % [w/v] BSA oder AppliChem Blockpuffer I bei 37°C 
bzw. bei RT für mindestens 1 h. Zwischen jedem Inkubationsschritt erfolgte ein 
dreimaliges waschen. Die Liganden Faktor H, FHL-1, CFHR1, Plasminogen (jeweils 
0,01-10 µg/ml), Faktor H-Fragmente (äquimolarer Einsatz) sowie inaktiviertes NHS 
(iNHS, 0,02-5 %) wurden 1 h bei RT inkubiert. Zur Detektion der Bindung wurden 
folgende Antiseren verwendet: polyklonales Kaninchen CFHR1, polyklonales Ziege 
Faktor H (für Faktor H sowie FHL-1) und polyklonales Ziege Plasminogen Antiserum 
(jeweils 1:1000) sowie die HRP-konjugierten polyklonalen Ziege und Kaninchen 
Antiseren (je 1:2500). Primäre Antikörper wurden in Waschpuffer oder Applichem 
Cross-Down Puffer verdünnt, sekundäre jeweils in Waschpuffer. Als Substrat diente 
TMB (eBioscience, San Diego, CA, USA). Abgestoppt wurde die Entwicklungs-
reaktion mit 0,25 M Salzsäure. Die Absorption wurde bei 450 nm vermessen.  
In Inhibitions-ELISAs wurde der inhibitorische Einfluss von NaCl, εACA und Faktor H-
Antikörpern auf die Bindung von Ssl11 und PurA an Faktor H bzw. Plasminogen 
untersucht. NaCl (0,125-1 mM) wurde zusätzlich zum Liganden Faktor H oder 
Plasminogen und εACA (0,1-10 mM) zu Plasminogen gegeben. Die monoklonalen 
Faktor H-Antikörper T13, B22, L20, C18, C21 und H04 (je 2 µg) wurden jeweils mit 
Material und Methoden    34 
Faktor H versehen und dann mit den immobilisierten Proteinen inkubiert. Der weitere 
Versuchsaufbau entspricht dem oben beschriebenen.  
Für Kompetitions-ELISAs wurden konstante Mengen Faktor H (10 µg/ml) und 
verschiedene Konzentrationen Plasminogen (1,25-40 µg/ml) bzw. konstante Mengen 
Plasminogen (2,5 µg/ml) sowie unterschiedliche Faktor H- Konzentrationen (1,25-
40 µg/ml) als Liganden des immobilisierten mikrobiellen Ssl11 eingesetzt. Die 
Detektion der Bindung mittels der proteinspezifischen Antiseren erfolgte für beide 
Ansätze jeweils parallel für Faktor H und Plasminogen. 
2.12. Proteinbiotinylierung und Affinitätsbestimmung via Biolayer 
Interferometrie 
Via Biolayer Interferometrie (BLitZ, forteBio, Menlo Park, CA, USA), einer Methode 
zur Echtzeit-Analyse von Protein-Protein-Interaktionen, werden die Assoziationsrate 
(ka), die Dissoziationsrate (kd) sowie die sich daraus ergebende 
Dissoziationskonstante (KD= ka/kd), welche die Bindeaffinität darstellt, ermittelt. 
Während die Assoziationsrate beschreibt, wie viele Komplexe aus immobilisiertem 
Protein und Ligand sich in einer Sekunde in einer molaren Lösung bilden, beschreibt 
die Dissoziationskonstante, wie viele Komplexe in der gleichen Zeit zerfallen. 
Letzteres charakterisiert demnach die Stabilität der Bindung. 
Die Biolayer Interferometrie erfordert den Einsatz von biotin-markiertem Ssl11. Die 
Biotinylierung des Ssl11 erfolgte nach Angaben des Herstellers mit Biotin, welches 
im zehnfach molaren Überschuss vorlag. Biotin geht eine Interaktion mit freien 
Aminogruppen ein. Im letzten Schritt wurde freies Biotin mit einer Centripure Mini 
Spin Säule PBS Z25 (emp Biotech, Berlin) durch Zentrifugation (1 min, 1000 x g) 
entfernt. 
Nach einer Äquilibrierung mit DPBS für 20 sek wurde biotinyliertes Ssl11 (50 µg/ml) 
für 120 sek auf einem Streptavidin (SA) Sensor (forteBio) immobilisiert bzw. his-
getaggtes PurA (20 µg/ml) für 120 sek auf Nickel NTA Sensoren (forteBio) 
immobilisiert. Nach einem Waschschritt mit DPBS für 30 sek wurden verschiedene 
Mengen an Faktor H (Ssl11: 15-750 nM, PurA: 1-610 nM) und Plasminogen (Ssl11: 
250-5000 nM, PurA: 125-1000 nM), verdünnt in DPBS zugefügt. Die Assoziation der 
Liganden an immobilisierte mikrobielle Proteine erfolgte für 120 sek bzw. 240 sek in 
Echtzeit. Durch erneute Zugabe von DPBS wurde zudem, ebenfalls für 120 bzw. 
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240 sek die Dissoziation bestimmt. Die Signale der Bindung von DPBS an 
immobilisiertes Ssl11 und PurA dienten als Referenz für die Berechnung der 
Bindungsaffinität durch die BlitzProTM 1.2 Software (Pall forteBio Europe, 
Portsmouth, Vereinigtes Königreich). 
2.13 Diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE) 
Die SDS-PAGE diente der Proteinauftrennung nach dem Molekulargewicht in einem 
Polyacrylamidgel, bestehend aus einem 10 %igen Trenngel (Acrylamid/ Bisacrylamid 
(37,5:1), 1,5 M Tris-HCl, 100 mg/ml Ammoniumperoxodisulfat (APS), 10 % [v/v] SDS, 
0,1% [v/v] Tetramethylethylendiamin (TEMED), pH 8,8) und einem 4 %igen 
Sammelgel (Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1), 0,5 M Tris-HCl, 100 mg/ml APS, 10 % 
[v/v] SDS, 0,1% [v/v] TEMED, pH 6,8). Der Laufpuffer für die Elektrophorese setzte 
sich aus 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % [v/v] SDS (pH 8,3) zusammen. Die 
Proteinproben wurden entweder mit reduzierendem Ladepuffer RotiLoad I versetzt 
und bei 95°C 5 min erhitzt oder mit nicht reduzierendem Ladepuffer (5x= 3,8 % [v/v] 
Tris, 5 % [v/v] SDS, 50 % [v/v] Glycerin, 1 % [w/v] Bromphenolblau) versetzt. Die 
SDS-PAGE erfolgte bei 130 V für etwa 1 h. Als Größenstandard diente der 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder. 
2.14 Western Blot 
Zur Detektion spezifischer Proteine können mittels SDS-PAGE separierte Proteine 
aus dem Polyacrylamid (PAA) Gel auf eine Nitrozellulosemembran übertragen 
werden. Es wurde das Trans Blot Turbo Transfer System (12 V, 12- 14 min, Biorad, 
Hercules, CA, USA) verwendet. Die Nitrozellulosemembran wurde in H2O aktiviert. 
Whatmanpapier, das PAA-Gel und auch die Nitrozellulosemembran wurden in 
Transferpuffer (25 mM Tris-HCl, 190 mM Glycin, 20 % [v/v] Methanol, 0,1 % [v/v] 
SDS, pH 8,3) getaucht und in die Blotkammer überführt. Nach dem Proteintransfer 
auf die Membran wurde diese mit Blockpuffer (PBSII, Tween-20, 4 % [w/v] 
Milchpulver, 1 % [w/v] BSA) inkubiert. Es wurde mit dem Primär- und zugehörigem 
HRP-konjugiertem Sekundärantikörper jeweils für 1 h bei RT oder üN bei 4°C 
inkubiert. Gewaschen wurde mit PBSII mit 0,05 % [v/v] Tween-20. Die Detektion 
erfolgte mit der Kamera Fusion Fx und der Software Fusion Capt Advance (Vilber 
Lourmat, Eberhardzell) nach vorhergehender Inkubation mit dem Chemiluminate-
HRP PicoDetect. 
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2.15 Silberfärbung 
Eine Silberfärbung dient im Anschluss an die SDS-PAGE der Detektion der 
aufgetrennten Proteine. Die PAA-Gele wurden für 30 min fixiert (30 % [v/v] 
Essigsäure). Es folgten zwei Waschschritte für 10 min jeweils mit Ethanol (20 % [v/v]) 
und mit Wasser. Nach kurzer Inkubation mit Natriumthiosulfat (0,2 g/l) zur 
Sensibilisierung wurde mit Wasser gespült. Die Silberfärbung wurde dann mit 
Silbernitrat (2 g/l) für 30 min durchgeführt. Nach einem erneuten Waschschritt mit 
Wasser wurde das Silbergel entwickelt. Es wurde mit Entwicklerlösung (0,7 ml/l 37 % 
Formaldehyd, 30 g/l Natriumcarbonat, 10 mg/l Natriumthiosulfat) inkubiert, bis der 
gewünschte Färbegrad erreicht war. Die Reaktion wurde mit einer Lösung (50 g/l 
Trisbase, 2,5 % [v/v] Essigsäure) abgestoppt. Zum Trocknen wurden das Gel sowie 
zwei Zellophanfolien in Wasser getränkt. Das Gel wurde zwischen beiden Folien in 
einem Geltrocknungsrahmen (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) eingespannt und üN 
getrocknet.  
2.16 Komplementaktivierungsassay des alternativen Weges 
Neben einer basalen Aktivierung, welche durch Komplementregulatoren moduliert 
wird, wird die Aktivierung des Komplements über den alternativen Weg mittels LPS 
induziert. Um zu untersuchen, ob die mikrobiellen Proteine die Aktivierung 
beeinflussen, wurden Ssl11, PurA, Gelatine und Gpd2 (je 0,75-6 µg/ml) mit 10 % 
NHS für 20 min bei 37°C inkubiert. Parallel wurde LPS (0,1 µg/ml) in Vertiefungen 
einer Mikrotiterplatte immobilisiert und mit Blockpuffer I inkubiert. Es folgte die 
Inkubation der Protein-NHS-Proben mit immobilisiertem LPS für 1 h bei 37°C. Die 
Komplementaktivierung wurde auf Ebene der C3-Konvertase mittels eines 
monoklonalen αC3b Antikörpers (1:1000) und auf Ebene des TCC mittels des 
monoklonalen αC5b-9 Antikörpers (1:1000), jeweils gefolgt vom HRP-konjugierten 
polyklonalen Maus Antiserum (1:2500) detektiert. 
2.17 Kofaktorassay 
Faktor H und FHL-1 als Kofaktoren unterstützen die Spaltung von C3b in dessen 
Spaltprodukte durch die Protease Faktor I. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob 
durch mikrobielle Proteine gebundenes Faktor H oder FHL-1 ebenfalls funktionell 
aktiv ist. Die Proteine Ssl11, PurA und Gelatine (10 µg/ml) wurden dazu 
immobilisiert. Es folgte die Inkubation mit Blockpuffer I für 1 h bei 37°C sowie die 
Inkubation mit 2 µg Faktor H bzw. FHL-1 für 1 h bei 37°C. Einem Waschschritt folgte 
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die Inkubation mit C3b (10 µg/ml) und Faktor I (2,8 µg/ml) für 0,5 h, 1 h, 2 h und 3 h 
bei 37°C. Eine Flüssigphasekontrolle bestand aus Faktor H bzw. FHL-1, Faktor I und 
C3b in den indizierten Konzentrationen. Die Inkubation erfolgte für eine Stunde bei 
37°C. Die Reaktionen wurden mit RotiLoad I abgestoppt und bei 95°C für 5 min 
erhitzt. Anschließend wurden die Proteinproben via SDS-PAGE aufgetrennt und auf 
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Detektion von C3b-Spaltprodukten 
erfolgte mit dem polyklonalen Ziege C3 Antiserum (1:2000) sowie dem HRP-
konjugierten polyklonalen Ziege Antiserum (1:2500). 
2.18 Plasmin(ogen)-Spaltung von S-2251, C3b und Fibrinogen 
Plasminogen ist die inaktive Form der Protease Plasmin, welche diverse Liganden 
spaltet. Es wurde untersucht, ob humane und mikrobielle Aktivatoren das an 
mikrobielle Proteine gebundene Plasminogen zur aktiven Protease Plasmin aktiviert. 
Die Proteine Ssl11, PurA, BSA oder Plasminogen (je 10 µg/ml) wurden immobilisiert 
und 1 h bei 37°C mit Blockpuffer I versehen. Nach anschließender Inkubation mit 
Plasminogen für 1 h bei 37°C wurde das Substrat S-2251 sowie uPa oder SAK 
hinzugefügt. Über 24 h wurde dann bei 37°C die Umsetzung des chromogenen 
Substrats S-2251 durch Plasmin in einem SpectraMax Plattenreader (Molecular 
Device, Sunnyvale, CA, USA) bei 405 nm detektiert. In weiteren Versuchen wurden 
jeweils C3b oder Fibrinogen (je 1 µg) anstelle des S-2251 sowie ein Plasminogen-
aktivator (uPa oder SAK) mit Plasminogen inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C 
für 0,5 h, 1 h, 2 h, 4 h und 20 h. Die Spaltung von Fibrinogen durch an Ssl11 
gebundenes Plasmin(ogen) wurde zu den Zeitpunkten 0,5 h, 1 h, 2 h, 3 h und 4 h wie 
folgt untersucht: die Reaktionen wurden mit nicht reduzierendem Ladepuffer 
abgestoppt, via SDS-PAGE separiert und auf Nitrozellulosemembranen transferiert. 
Der C3b-Abbau wurde mittels des polyklonalen Ziege C3 Antiserums (1:2000) bzw. 
Fibrinogen via polyklonalem Ziege Fibrinogen Antiserum (1:1000) detektiert. 
Anschließend wurde für C3b sowie Fibrinogen das HRP-konjugierte polyklonale 
Ziege Antiserum (1:2500) als Sekundärantikörper zugegeben. 
2.19 Lokalisierung von Ssl11 
Ssl11 ist ein sezerniertes Protein von S. aureus (Fraser und Proft 2008). Um zu 
ermitteln, ob es ausschließlich extrazellulär vorliegt, oder auch auf der mikrobiellen 
Oberfläche lokalisiert ist, wurden der Überstand, die Membranfraktion sowie das 
Zytosol von S. aureus auf das Vorhandensein von Ssl11 untersucht. Durch das 
Material und Methoden    38 
Antibiotikum Gramicidin wird Membranporenstress auf der Staphylokokkenoberfläche 
ausgelöst, was das Zweikomponentensystem SaeRS aktiviert und die Expression 
von Ssl11 induziert (Benson et al. 2012). Zur Titration einer geeigneten Gramicidin-
konzentration wurde zunächst ein Wachstumsversuch durchgeführt. S. aureus 
Newman WT wurde in TSB, supplementiert mit Gramicidin (0, 10, 20 und 40 µg/ml), 
aus einer üN-Kultur beimpft und 24 h bei 37°C inkubiert. Das Wachstum wurde 
photometrisch bei 600 nm (Spectra Max Plattenreader) detektiert. Für die Analyse 
der Ssl11-Lokalisation wurden die Stämme S. aureus Newman Δspa, Newman 
ΔspaΔsbi sowie Newman ΔspaΔssl11 in mit 40 µg/ml Gramicidin supplementiertem 
BHI Medium für 6,5 h bei 37°C kultiviert. 
Zur Detektion von Ssl11 in der Membran von S. aureus wurde jeweils 1 ml der Kultur 
entnommen und zentrifugiert. Nach Abnahme des Überstands wurde das Zellpellet 
für 30 min bei 37°C schüttelnd mit Lysostaphin (37,5 µg) und Lysozym (180 µg) 
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden das Zellpellet sowie der Überstand in 
nicht reduzierendem Ladepuffer resuspendiert. 
Um das Zytosol auf das Vorhandensein von Ssl11 zu analysieren, wurden S. aureus 
Zellen aus 1 ml Kultur mechanisch mittels eines Ribolysers (Precelllys 24, Bertin 
Technologies, Rockville, MD, USA) lysiert. Durch anschließende Zentrifugation 
wurden Zelltrümmer und Glasperlen vom Proteinextrakt, der die zytosolische Fraktion 
darstellt, getrennt. Die Proben wurden für die SDS-PAGE in nicht reduzierendem 
Laufpuffer aufgenommen. 
Die Proteinfällung von 80 ml Kulturüberstand mit 10 % [w/v] Trichloressigsäure (TCA) 
üN bei 4°C ermöglichte die Untersuchung, ob Ssl11 im Sekretom von S. aureus 
detektierbar ist. Nach Zentrifugation bei 10000 rpm für 1 h wurde der Überstand 
verworfen und das Pellet in 100 % [v/v] Ethanol aufgenommen. Das Pellet wurde 
noch zweimalig mit 100 % [v/v] und einmal mit 70 % [v/v] Ethanol gewaschen, 
getrocknet und in 1 ml Fällungspuffer (8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff) auf-
genommen. Zur Vorbereitung der SDS-PAGE wurde nicht reduzierender Proben-
puffer zugesetzt.  
Alle Proteinfraktionen wurden elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert. Ssl11 wurde dann mit dem polyklonalen 
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Kaninchen Ssl11 Antiserum (1:500) und dem HRP-konjugierten polyklonalen 
Kaninchen Antiserum (1:2500) detektiert.  
2.20 Bindung von Faktor H und Plasminogen an S. aureus 
S. aureus bindet die Komplementregulatoren Faktor H (Sharp et al. 2012) und 
Plasminogen (Mölkänen et al. 2002). Um zu untersuchen, ob membrangebundenes 
Ssl11 die jeweilige Bindung beeinflusst, wurde, unter Nutzung von S. aureus Spa- 
und Ssl11-Mutanten, die Bindung via Durchflusszytometrie analysiert. S. aureus 
Newman ΔspaΔssl11 und Newman Δspa wurden bis zu einer OD540nm von 1,0 
kultiviert. Anschließend wurden die S. aureus Stämme mit 10 % und 20 % iNHS 
inkubiert. Die Faktor H-Bindung wurde mit dem monoklonalen αFaktor H Antikörper 
T13 (1:100) und Alexa Fluor®647-konjugiertem polyklonalen Maus Antikörper (1:400) 
nachgewiesen. Die Plasminogen-Bindung wurde mittels des polyklonalen Ziege 
Plasminogen Antiserums (1:100) und des Alexa Fluor®647-konjugierten polyklonalen 
Ziege Antiserums (1:400) gezeigt. Die Bindung von Faktor H bzw. Plasminogen an 
S. aureus Mutanten wurde am BD LSRII (BD Bioscience, Heidelberg) mit der 
Software FACS Diva 6.2 (BD Bioscience) gemessen. Zur Datenauswertung wurde 
die Software FlowJo7.2.5 (Flowjo LLC) verwendet. 
2.21 C3b-Deposition auf der S. aureus Oberfläche 
Komplementaktivierung führt zur Opsonisierung von Erregeroberflächen mit C3b. In 
dieser Arbeit wurde geprüft, ob Ssl11 die Deposition von C3b auf S. aureus 
beeinflusst. S. aureus Newman ΔspaΔssl11 und Newman Δspa wurden bis zu einer 
OD540nm von 1,0 kultiviert. Nach zweimaligem Waschen mit Waschpuffer (DPBS 
[+Ca2+/Mg2+], 1 % [w/v] BSA) erfolgte anschließend die Inkubation der S. aureus 
Stämme mit 10 % NHS, verdünnt in Waschpuffer, bei 37°C und 400 rpm. Die C3b-
Deposition wurde mit Hilfe eines monoklonalen αC3d Antikörpers (1:300) und eines 
Alexa Fluor®647-konjugierten polyklonalen Maus Antiserums (1:400) detektiert, 
jeweils gefolgt von zweimaligen Waschschritten. Für beide S. aureus Stämme wurde 
die C3b-Deposition nach 20 min am BD LSRII (BD Bioscience) mit der Software 
FACS Diva 6.2 (BD Bioscience) erfasst. Die Daten wurden mit der Software 
FlowJo7.2.5 (Flowjo LLC) ausgewertet. 
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2.22 Phagozytose von S. aureus durch Makrophagen und neutrophile 
Granulozyten 
Weitere Untersuchungen sollten klären, ob die durch Ssl11 reduzierte C3b 
Deposition auf der S. aureus Oberfläche auch eine reduzierte Phagozytoserate 
hervorruft. Dazu wurden S. aureus Newman ΔspaΔssl11 und Newman Δspa üN bei 
37°C in TSB-Medium kultiviert. Staphylokokken wurden mit BacLight green gefärbt, 
indem der Farbstoff (10 µM) für 30 min bei RT mit den Staphylokokken Stämmen in 
Waschpuffer (PBS, 0,05 % [v/v] Tween-20) inkubiert wurde. Anschließend wurden 
die Stämme viermal gewaschen, um überschüssiges BacLight green zu entfernen. 
Die Staphylokokken wurden dann mit 10 % NHS für 20 min bei 37°C opsonisiert und 
zweimal gewaschen. Während der letzten Waschschritte wurden die Bakterien, statt 
in Waschpuffer, in RPMI-Medium aufgenommen. Neutrophile Granulozyten wurden, 
wie zuvor beschrieben (Kap. 2.4), frisch isoliert. Zur Untersuchung der Phagozytose 
durch Makrophagen wurden THP-1 Monozyten verwendet, die durch 0,4 
µg/ml Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) zu Makrophagen stimuliert wurden. Die 
Makrophagen oder neutrophilen Granulozyten wurden mit DiD (Membranfärbung) 
und DAPI (DNA Färbung) für 30 min bei 37°C gefärbt und anschließend zweimal mit 
RPMI Medium gewaschen. 
Durchflusszytometrie 
Der Anteil an phagozytierten S. aureus durch humane Makrophagen und neutrophile 
Granulozyten wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Hierfür wurden die 
gefärbten immobilisierten Makrophagen in 24-well-Zellkulturplatten bei 37°C mit 
gefärbten S. aureus inkubiert. Zur Probengewinnung wurde nach jeweils 4 h der 
Überstand verworfen, die Makrophagen einmal mit Trypsin/ EDTA gewaschen, in 
Trypsin/ EDTA in Suspension gebracht und in vorgekühlte FACS Röhrchen überführt. 
Die gefärbten neutrophilen Granulozyten wurden zusammen mit S. aureus bei 37°C 
und 300 rpm inkubiert, wobei die entsprechenden Probenahmen hier nach 25 min 
erfolgten. Die Phagozytose wurde abgestoppt, indem die Proben in eiskalt 
vorgekühlte FACS Röhrchen pipettiert wurden. Die Phagozytose von S. aureus durch 
neutrophile Granulozyten und Makrophagen wurde am BD LSRII (BD Bioscience) mit 
der Software FACS Diva 6.2 (BD Bioscience) detektiert und die Daten mit der 
Software FlowJo 7.2.5 (FlowJo LLC) ausgewertet. 
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Fluoreszenzmikroskopie 
Um die Phagozytose von S. aureus durch neutrophile Granulozyten zu visualisieren 
und um zwischen Adhäsion und Phagozytose unterscheiden zu können, wurden 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Zur Erstellung von fixierten 
Proben wurden Deckgläschen (Ø 13 mm) in Vertiefungen von Mikrotiterplatten 
platziert. Nach fünfminütiger Inkubation mit 70 %igem Ethanol wurden die Deck-
gläschen für 20 min mit Poly-L-Lysin beschichtet, der Überstand abgenommen und 
die Deckgläschen für 5 min getrocknet. Die gefärbten Staphylokokken und 
neutrophilen Granulozyten wurden bei einer multiplicity of infection (MOI) von 10 für 
40 min bei 37°C auf den beschichteten Deckgläschen inkubiert. Anschließend 
wurden die Proben mit 4 % [w/v] eiskaltem Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Nachdem 
einmal mit H2O gewaschen wurde, wurden die präparierten Deckgläschen auf Roti®-
Mount FluorCare auf einem Objektträger platziert. Um die Phagozytose lebender 
Zellen mikroskopisch zu untersuchen, wurden gefärbte neutrophile Granulozyten und 
gefärbte S. aureus gemeinsam in ein Kulturschälchen (cell culture dish 35/11MM, 
greiner bio one, Kremsmünster, Österreich) überführt und sofort im Fluoreszenz-
mikroskop (Zeiss LSM710, Carl Zeiss, Oberkochen) mit der Software ZEN 2011 SP3 
(blackedition) Version 8.1 (Carl Zeiss Microscopy, Jena) betrachtet. 
2.23 Überlebensassay 
Zur Analyse der Virulenz von Ssl11 und PurA wurden S. aureus Newman WT, 
Newman Δssl11 oder Newman ΔpurA in BHI-Medium üN bei 37°C kultiviert. Pro 
Stamm wurden jeweils 1x 107 Bakterien/ 20 µl in 20 G. mellonella Wachsmotten-
larven injiziert. Das Überleben der Larven wurde bei 37°C zeitabhängig erfasst. 
2.24 Statistische Methoden 
Für die statistischen Analysen wurde der ungepaarte Student´s t-Test verwendet. Als 
statistisch signifikant wurden p-Werte ≤0,05 betrachtet (* p ≤ 0,05, ** ≤ 0,01, *** 
≤ 0,001).
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3. Ergebnisse 
3.1 Rekrutierung von Faktor H durch Ssl11 und PurA 
3.1.1 Ssl11 und PurA sind Faktor H-bindende Proteine von S. aureus 
Um dem Komplementsystem zu entkommen, exprimiert S. aureus eine Vielzahl von 
Proteinen, welche Komplementregulatoren binden. Es ist es sehr wahrscheinlich, 
dass es bisher unbekannte Immunevasionsproteine gibt, da in Proteomanalysen 
diverse Proteine mit unbekannter Funktion identifiziert wurden. Mit Hilfe des 
Proteinarrays der Firma Alere Technologies GmbH wurde in kurzer Zeit die Bindung 
vieler immobilisierter Proteine an humane Proteine überprüft. Im Folgenden wurde 
die Bindung von 46 immobilisierten Staphylokokkenproteine an den Komplement-
regulator Faktor H untersucht. Faktor H wurde jeweils als Ligand zu den im 
Proteinarray immobilisierten Proteinen hinzugefügt. 
Ssl11 und PurA wurden erstmals als Faktor H bindende Proteine identifiziert. EfbC 
sowie der C-terminale Teil des Sbi (Sbi3-4) banden ebenfalls Faktor H, wohingegen 
das N-terminale Sbi-Fragment (Sbi1-2) Faktor H nicht gebunden hat (Abb. 3.1). 
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Abbildung 3.1: Ssl11 und PurA binden Faktor H. In einem Proteinarray gespottete S. aureus 
Proteine wurden auf die Bindung an Faktor H untersucht. Ssl11 und PurA banden Faktor H im 
Proteinarray und sind somit neu identifizierte Faktor H-bindende S. aureus Proteine. EfbC und Sbi3-4 
als bekannte Faktor H-bindende Proteine wiesen eine vergleichbare Signalintensität auf. Sbi1-2 band 
Faktor H nicht. Die Signalintensitäten aller Proteine wurden auf EfbC normiert. 
Nach der Identifizierung von Ssl11 und PurA als Faktor H-bindende Proteine wurde 
die entsprechende Bindung näher charakterisiert. Ssl11 wurde mit einem Strep-Tag 
in einem E. coli-Expressionsstamm rekombinant exprimiert und mittels Affinitäts-
chromatographie gereinigt (Abb. 3.2). 
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Abbildung 3.2: Rekombinante Expression und Reinigung von Ssl11. Ssl11 wurde mittels PCR 
aus genomischer DNA von S. aureus amplifiziert und in E. coli mit einem C-terminalen Strep-Tag 
rekombinant exprimiert. Die Reinigung erfolgte mittels Affinitätschromatographie. A Rekombinantes 
Ssl11 wurde in den Elutionsfraktionen (A-F) und im Kulturüberstand aufgetrennt und im Gel mittels 
Silberfärbung nachgewiesen. B Das rekombinante Ssl11 wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 
via Immunoblotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Das gereinigte Ssl11 wurde mit einem 
polyklonalen Ssl11 Antiserum sowie einem Strep Tag Antikörper detektiert. 
Die Bindung von Ssl11 und PurA an Faktor H wurde in ELISA-Studien validiert. Die 
immobilisierten mikrobiellen Proteine Ssl11 und PurA wurden mit dem gereinigten 
Ligand Faktor H oder mit komplementinaktivem humanem Serum (iNHS) inkubiert. 
Ssl11 und PurA banden sowohl gereinigten Faktor H als auch Faktor H aus iNHS. 
Die Bindung war jeweils dosisabhängig (Abb. 3.3A, Abb. 3.3B). 
Via Biolayer Interferometrie wurden die Assoziationsrate (ka), die Dissoziationsrate 
(kd) sowie die sich daraus ergebende Dissoziationskonstante (KD= ka/kd), welche die 
Bindeaffinität darstellt, ermittelt. Die Proteine Ssl11 und PurA wurden auf einem 
Sensor immobilisiert. Die Messung der Bindung an den zugefügten Ligand Faktor H 
erfolgte in Echtzeit. Ssl11 band Faktor H mit einer Affinität von 2,56 nM. PurA band 
Faktor H mit 92,4 nM. Pro Sekunde bildeten sich 68900 Ssl11-Faktor H-Komplexe 
und 24200 PurA-Faktor H-Komplexe. (Abb. 3.3C, Abb. 3.3D). 
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Ssl11* PurA 
KD(nM) 2,56 92,40 
ka (1/Ms) 68900 24200 
kd (1/s) 0,000177 0,00224 
 
Abbildung 3.3: Ssl11 und PurA binden Faktor H konzentrationsabhängig. A Die Bindung von 
Ssl11 und PurA an Faktor H wurde im ELISA untersucht. Immobilisiertes Ssl11 und PurA wurden mit 
Faktor H (0,01-10 µg/ml) inkubiert. Ssl11 sowie PurA banden Faktor H dosisabhängig. B Die 
immobilisierten Proteine Ssl11 und PurA wurden mit iNHS (0,02-5 %) inkubiert. Ssl11 und PurA 
banden Faktor H aus komplement-inaktivem Serum. Die Bindung war jeweils dosisabhängig. Gelatine 
diente als Negativkontrolle und C3b stellte jeweils die Positivkontrolle dar. Dargestellt sind die 
Mittelwerte (MW) und Standard-abweichungen (SA) aus drei unabhängigen Versuchen. C Die 
Bindungsaffinitäten von Ssl11 und PurA zu Faktor H wurden mittels Biolayer Interferometrie analysiert. 
Zuvor biotinyliertes Ssl11 (Ssl11*) wurde auf einen Streptavidin Sensor beladen und mit Faktor H (nM) 
inkubiert. Ssl11* band dosisabhängig Faktor H. Aus den Einzelmessungen ergab sich eine 
Bindeaffinität von 2,56 nM von Ssl11 an Faktor H. D His-getaggtes PurA wurde auf einen Ni-NTA 
Sensor beladen und die indizierten Mengen Faktor H (nM) zugegeben. PurA band Faktor H ebenfalls 
dosisabhängig. Aus den Einzel-messungen ergab sich für die Bindung von PurA an Faktor H eine 
Affinität von 92,4 nM. Gezeigt sind die repräsentativen Diagramme aus jeweils drei unabhängigen 
Interferometrie-Versuchen. KD= Dissoziationskonstante, ka= Assoziationsrate, kd= Dissoziationsrate. 
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3.1.2 Ssl11 und PurA binden verschiedene Faktor H-Regionen 
Faktor H besteht aus 20 homologen SCR-Untereinheiten (Abb. 3.4.A). Die Faktor H-
Binderegionen von Ssl11 und PurA wurden im Folgenden mittels ELISA-Studien 
analysiert. Dafür wurden immobilisiertes Ssl11 und PurA in äquimolaren Mengen mit 
Faktor H Fragmenten inkubiert. 
Ssl11 band mit schwacher Intensität SCRs 18-20 (Abb. 3.4C). PurA hingegen band 
an Faktor H SCRs 1-7, SCRs 8-20 sowie SCRs 18-20 (Abb. 3.4E). Um die 
Bindungs-region von Ssl11 und PurA in Faktor H zu ermitteln, wurde Faktor H zudem 
mit monoklonalen Antikörpern vorinkubiert, welche spezifische Faktor H Regionen 
erkennen und somit als Binderegion blockieren (Abb. 3.4.B). Wurde Ssl11 mit diesen 
vorinkubierten Faktor H-Proben inkubiert, band Ssl11 Faktor H mit gleicher Intensität 
(Abb. 3.4D). PurA band weniger Faktor H, welcher mit dem monoklonalen Antikörper 
gegen SCR 20 vorinkubiert wurde (Abb. 3.4F). 
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Abbildung 3.4: Lokalisierung der Faktor H-Binderegion für Ssl11 und PurA. A Faktor H besteht 
aus 20 homologen strukturellen Untereinheiten. Die dargestellten Faktor H-Proteinfragmente wurden 
rekombinant exprimiert und aufgereinigt. B Faktor H wurde mittels verschiedener monoklonaler 
Antikörper detektiert. Die monoklonalen Antikörper erkennen Faktor H an den jeweils dargestellten 
SCRs. C Um festzustellen, wo die Faktor H Bindestellen für Ssl11 lokalisiert sind, wurde 
immobilisiertes Ssl11 in einem ELISA mit den Faktor H Proteinfragmenten inkubiert. Ssl11 zeigte 
keine spezifische Bindung an die getesteten Faktor H Proteinfragmente. D Monoklonale Faktor H-
Antikörper, welche spezifische Faktor H Regionen erkennen, wurden mit Faktor H vorinkubiert, sodass 
deren Binderegion in Faktor H blockiert ist. Es wurde im ELISA untersucht, ob immobilisiertes Ssl11 
mit unterschiedlicher Intensität an Faktor H und mit Antikörpern vorinkubiertem Faktor H band. Ssl11 
band mit gleicher Intensität Faktor H sowie Faktor H, in welchem spezifische Binderegionen durch 
Antikörper blockiert sind. Die ermittelten Werte sind normiert auf Faktor H, welches nicht mit einem 
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Antikörper inkubiert wurde. E Zur Lokalisierung der Faktor H Binderegion für PurA wurde 
immobilisiertes PurA mit Faktor H Proteinfragmenten inkubiert. PurA band signifikant die Faktor H 
Fragmente SCRs 1-7, SCRs 8-20 und SCRs 18-20. F Immobilisiertes PurA wurde im ELISA zu einen 
mit Faktor H sowie zum anderen mit Faktor H, welcher mit spezifischen Antikörpern vorinkubiert 
wurde, inkubiert. Wird eine potentielle Faktor H Binderegion von PurA durch einen Faktor H Antikörper 
blockiert, so wird die PurA Bindung an Faktor H reduziert. Die Bindung von PurA an Faktor H war 
signifikant reduziert, wenn Faktor H mit einem Antikörper vorinkubiert wurde, welcher SCR 20 erkennt. 
Die ermittelten Werte sind normiert auf Faktor H, welches nicht mit einem Antikörper inkubiert wurde. 
Die Daten zeigen MW und SA aus jeweils drei unabhängigen Versuchen. *P≤0,05; ** P≤0,01; 
***P≤0,001. 
3.1.3 Die Bindung von Ssl11 und PurA an Faktor H ist abhängig von der 
Ionenstärke 
Die Inhibition einer Bindung durch NaCl gibt Aufschluss darüber, ob diese Bindung 
ionenstärkeabhängig ist. Ssl11 und PurA, beide immobilisiert, wurden mit Faktor H 
sowie unterschiedlichen Konzentrationen von NaCl (0-1 M) inkubiert.  
NaCl beeinflusst die Bindung von Faktor H an immobilisiertes Ssl11 oder PurA. Der 
Einfluss der Ionenstärke auf die Bindung von Ssl11 und PurA an Faktor H war umso 
höher, je mehr NaCl vorlag (Abb. 3.5). Bei höchster NaCl-Konzentration von 1 M war 
die Ssl11-Faktor H Bindung um 41 % und die PurA-Faktor H Bindung um 53 % 
reduziert. 
 
Abbildung 3.5: Die Ionenstärke beeinflusst die Bindung von Ssl11 und PurA an Faktor H. 
Ionenstärke-abhängige Bindungen können mit NaCl inhibiert werden. Immobilisiertes Ssl11 und PurA 
wurden im ELISA mit Faktor H sowie steigenden Konzentrationen von NaCl inkubiert. Bei Zugabe von 
1 M NaCl war die Bindung von Ssl11 an Faktor H um 41 % niedriger bzw. im Falle von PurA um 53 % 
als ohne Zusatz von NaCl. Die Daten zeigen MW und SA aus zwei unabhängigen Versuchen. 
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3.1.4 PurA bindet Faktor H, FHL-1 und CFHR1 
FHL-1 und CFHR1 gehören zur Faktor H-Proteinfamilie. FHL-1 besteht aus den 
SCRs 1-7 von Faktor H. CFHR1 weist strukturelle Ähnlichkeiten zu den SCRs 6-7 
sowie SCRs 18-20 von Faktor H auf (Abb. 3.6A) (Jozsi und Zipfel 2008). Daher 
wurde getestet, ob die mikrobiellen Proteine Ssl11 und PurA auch FHL-1 und CFHR1 
binden. Immobilisiertes Ssl11 und PurA wurde mit den Liganden FHL-1 und CFHR1 
im ELISA inkubiert. 
Ssl11 hat nicht an FHL-1 gebunden, wohingegen PurA FHL-1 dosisabhängig band 
(Abb. 3.6B). Ssl11 band auch CFHR1 nicht, jedoch hat PurA, neben FHL-1, auch 
CFHR1 dosisabhängig gebunden (Abb. 3.6C). 
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Abbildung 3.6: PurA bindet humanes FHL-1 und CFHR1. Die Bindung von Ssl11 und PurA an 
FHL-1 sowie CFHR1 wurde im ELISA untersucht. A FHL1 und CFHR1 weisen strukturelle Ähnlich-
keiten zum Faktor H auf. B Immobilisiertes Ssl11 und PurA wurden mit FHL-1 inkubiert. Während 
Ssl11 keine Bindung zeigte, band PurA dosisabhängig an FHL-1. Die Daten zeigen MW und SA aus 
zwei unabhängigen Versuchen. C Immobilisiertes Ssl11 und PurA wurden mit CFHR1 inkubiert. Ssl11 
band ebenfalls nicht, wohingegen PurA dosisabhängig CFHR1 band. C3b dient als Positiv-, Gelatine 
als Negativkontrolle. Die Daten zeigen MW und SA aus drei unabhängigen Versuchen. 
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3.1.5 Ssl11 reduziert die C3b- und C5b-9 Deposition 
Faktor H und FHL-1 sind Regulatoren des alternativen Komplementweges, die durch 
Ssl11 und PurA gebunden werden. Im Folgenden wurde untersucht, ob Ssl11 und 
PurA die Aktivierung des alternativen Komplementweges beeinflussen. Die 
mikrobiellen Proteine Ssl11 und PurA wurden in aufsteigenden Konzentrationen mit 
7,5 % NHS inkubiert. Immobilisiertes LPS wurde weiterhin mit dem NHS-inkubiertem 
Ssl11 bzw. PurA inkubiert. 
Die Komplementaktivierung wurde anhand der C3b-Deposition sowie der Ausbildung 
des C5b-9-Komplexes auf der LPS-Oberfläche detektiert. Ssl11 (6 µg/ml) inhibierte 
die C3b-Deposition um 24 %, während PurA keinen Effekt hatte (Abb. 3.7A). Ssl11 
hemmte zudem die Deposition von C5b-9-Komplexen um 60 %. PurA beeinflusste 
die Ausbildung von C5b-9-Komplexen nicht (Abb. 3.7B). Die Intensität des 
inhibitorischen Effektes von Ssl11 ist mit dem des Gpd2 vergleichbar. 
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Abbildung 3.7: Ssl11 reduziert die C3b und C5b-9-Deposition. Es wurde geprüft, ob Ssl11 und 
PurA aufgrund ihrer Fähigkeit, Faktor H zu binden, den alternativen Weg inhibieren können. Steigende 
Konzentrationen von Ssl11 und PurA wurden mit NHS inkubiert. Das mit mikrobiellen Proteinen 
vorinkubierte Serum wurde weiterhin mit immobilisiertem LPS aktiviert. Ssl11 inhibierte die C3b-
Deposition um 24 % und C5b-9-Deposition um 60 %, während PurA nur einen geringen Effekt (76 %), 
ähnlich dem der Negativkontrolle Gelatine (89 %), auf die C5b-9-Deposition aufwies. Gpd2 ist ein 
bekannter Inhibitor des alternativen Weges (Luo et al. 2013). Die Daten zeigen MW und SA aus drei 
unabhängigen Versuchen. 
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3.1.6 Rekrutiertes Faktor H und FHL-1 fungieren als Kofaktor für die Protease 
Faktor I  
S. aureus nutzt die Rekrutierung von als Kofaktor-fungierendem Faktor H bzw. FHL-1 
zur Komplementevasion. Es wurde analysiert, ob Ssl11-gebundener Faktor H bzw. 
PurA-gebundener Faktor H und FHL-1 ihre funktionelle Aktivität beibehalten. Die 
immobilisierten Proteine Ssl11 und PurA wurden mit Faktor H bzw. FHL-1 inkubiert. 
Anschließend wurden C3b und Faktor I hinzugegeben und der C3b-Abbau 
zeitabhängig analysiert. 
An Ssl11 gebundener Faktor H war aktiver Kofaktor für die Protease Faktor I. Im 
Immunoblot wurde zeitabhängig die Faktor I-Spaltung der α´-Kette des C3b in 
Spaltprodukte mit einem Molekulargewicht von 68 kDa und 41 kDa detektiert 
(Abb. 3.8B, Spuren 2-5). An PurA gebundener Faktor H war ebenfalls funktionell 
aktiv. Nach 2 h bzw. 3 h Inkubation mit C3b und Faktor I wurde die α´-Kette des C3b 
durch die Protease Faktor I in deren Produkte von 68 kDa und 41 kDa gespalten 
(Abb. 3.8C, Spuren 4-5). PurA-gebundenes FHL-1 fungierte in der C3b-Spaltung 
ebenfalls als Kofaktor für Faktor I. Es erfolgte eine zeitabhängige Fragmentierung der 
α´-Kette des C3b in deren 68 kDa und 41 kDa große Spaltprodukte (Abb. 3.8D, 
Spuren 2-5). 
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Abbildung 3.8: Faktor H und FHL-1, gebunden an Ssl11 und PurA agieren als Kofaktor für die 
Protease Faktor I. A Die α´-Kette des C3b wird zur Inaktivierung des Proteins von der Serinprotease 
Faktor I, im Beisein von Faktor H, in Fragmente mit einem Molekulargewicht von 68 kDa, 43 kDa und 
41 kDa gespalten. B Es wurde analysiert, ob Faktor H, gebunden durch Ssl11 die Faktor I-Spaltung 
von C3b unterstützt. Immobilisiertes Ssl11 wurde mit Faktor H inkubiert. C3b und Faktor I wurden 
hinzugefügt und der C3b-Abbau zu den Zeitpunkten 0,5 h, 1 h, 2 h und 3 h untersucht. Die Proben 
wurden mittels SDS-PAGE separiert und via Immunoblotting auf eine Nitrozellulosemembran 
transferiert. Faktor H, welches durch Ssl11 rekrutiert wurde, fungierte als Kofaktor für die Protease 
Faktor I und unterstützte die Spaltung von C3b in iC3b. C Immobilisiertes PurA wurde mit Faktor H 
inkubiert. C3b und Faktor I wurden zugefügt und der C3b-Abbau nach 0,5 h, 1 h, 2 h und 3 h 
detektiert. Faktor H, welches von PurA gebunden wurde, diente als Kofaktor für Faktor I. Faktor H, 
Faktor I und C3b in Flüssigphase, welche für 1 h inkubiert wurden (jeweils Spur 7) dienten als 
Positivkontrolle und die Bindung von Faktor H an Gelatine als Negativkontrolle (jeweils Spur 6). 
D PurA band zudem FHL-1, welches ebenfalls Kofaktoraktivität für Faktor I aufweist. Immobilisiertes 
PurA wurde mit FHL-1 inkubiert. C3b und Faktor I wurden zugegeben. Die Probennahmen zur 
Detektion des C3b-Abbaus erfolgten nach 0,5 h, 1 h, 2 h und 3 h. FHL-1, gebunden an PurA diente 
als Kofaktor für Faktor I und unterstützt die Spaltung von C3b. Als Positivkontrolle diente eine 
Inkubation von FHL-1, Faktor I und C3b für 1 h in Flüssigphase. Die gezeigten Daten sind 
repräsentativ für drei unabhängige Versuche. 
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3.2 Rekrutierung von Plasminogen durch Ssl11 und PurA 
3.2.1 Ssl11 und PurA binden Plasminogen 
Durch die Bindung des Komplementregulators Plasminogen umgeht S. aureus die 
humane Immunantwort. Es ist sehr wahrscheinlich, dass S. aureus neben den bisher 
bekannten, weitere unbekannte Proteine exprimiert, die das abundante Plasma-
protein Plasminogen an die mikrobielle Oberfläche rekrutieren. Die Bindung von 
Staphylokokkenproteinen an Plasminogen wurde untersucht. Die auf dem Protein-
array immobilisierten Staphylokokkenproteine wurden mit dem Ligand Plasminogen 
inkubiert. 
Ssl11 wurde erstmals als Plasminogen bindendes Protein identifiziert. Der C-
terminale Teil des Efb (EfbC) sowie der C-terminale Teil des Sbi (Sbi3-4) banden 
ebenfalls Plasminogen, wohingegen Ssl7 kein Plasminogen gebunden hat 
(Abb. 3.9). Das Protein PurA lag auf dem verwendeten Proteinarray nicht in einer 
Konzentration vor, die der Sättigung entsprach, sodass bezüglich der Plasminogen-
bindung keine valide Aussage getroffen werden konnte. 
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Abbildung 3.9: Ssl11 bindet Plasminogen. Im Proteinarray wurde untersucht, ob die gespotteten 
S. aureus Proteine an den Komplementregulator Plasminogen binden. Ssl11 band Plasminogen im 
Proteinarray und ist somit ein neu identifiziertes Plasminogen-bindendes S. aureus-Protein. EfbC und 
Sbi3-4 als bekannte Plasminogen-bindende Proteine dienten als Positivkontrolle. Ssl7 und PBS 
banden Plasminogen nicht. Die Signalintensitäten aller Proteine wurden auf EfbC normiert. 
Die Bindung von Ssl11 und PurA an Plasminogen sowie die Dosisabhängigkeit 
dieser Interaktion wurde im ELISA untersucht. Ssl11 und PurA banden sowohl 
gereinigtes Plasminogen, als auch Plasminogen aus iNHS. Die Bindungen waren 
jeweils konzentrationsabhängig (Abb. 3.10A, Abb. 3.10B). 
Durch Biolayer Interferometrie wurden die Assoziationsrate, die Dissoziationsrate 
sowie die Bindeaffinität (KD) bestimmt. Ssl11 hat mit einer Affinität von 133,6 nM an 
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Plasminogen gebunden. PurA band Plasminogen mit einer Affinität von 252,7 nM. 
Pro Sekunde assoziierten 27900 Ssl11-Plasminogen-Komplexe und etwa doppelt so 
viele, insgesamt 62600 PurA-Plasminogen-Komplexe (Abb. 3.10C, Abb. 3.10D). 
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Abbildung 3.10: Ssl11 und PurA binden Plasminogen. Die Bindung von Ssl11 und PurA an 
Plasminogen wurde im ELISA untersucht. A Immobilisiertes Ssl11 und PurA wurden mit Plasminogen 
(0,01-10 µg/ml) inkubiert. Ssl11 sowie PurA banden Plasminogen dosisabhängig. B Die 
immobilisierten Proteine Ssl11 und PurA wurden mit iNHS (0,02-5 %) inkubiert. Ssl11 und PurA 
banden dosisabhängig Plasminogen aus inaktiviertem Serum. Gelatine diente als Negativkontrolle 
und Gpd2, ein C. albicans-Protein, stellte die Positivkontrolle dar. Die Daten zeigen MW und SA aus 
drei unabhängigen Versuchen. C Die Bindungsaffinitäten von Ssl11 und PurA zu Plasminogen wurden 
mittels Biolayer Interferometrie analysiert. Zuvor biotinyliertes Ssl11 (Ssl11*) wurde auf einen 
Streptavidin-Sensor beladen und mit indizierten Mengen Plasminogen (nM) inkubiert. Ssl11* band 
dosisabhängig Plasminogen. Aus den Einzelmessungen ergab sich eine Bindeaffinität von 133,6 nM 
von Ssl11 an Plasminogen. D His-getaggtes PurA wurde auf einen Ni-NTA Sensor beladen und die 
indizierte Menge Plasminogen (nM) zugegeben. PurA band Plasminogen ebenfalls dosisabhängig. 
Aus den Einzelmessungen ergab sich für die Bindung von PurA an Plasminogen eine Affinität von 
252,7 nM. Gezeigt sind die repräsentativen Diagramme aus jeweils drei unabhängigen Interferometrie-
Versuchen. KD= Dissoziationskonstante, ka= Assoziationsrate, kd= Dissoziationsrate. 
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3.2.2 Die mit εACA-inhibierbare Bindung von Ssl11 und PurA an Plasminogen 
ist abhängig von der Ionenstärke 
Die Lysin-Bindestellen von Plasminogen sind wichtig für die Regulation der 
Fibrinolyse durch das aktive Plasmin. Um zu untersuchen, ob Ssl11 und PurA 
Plasminogen über dessen Lysine binden, wurde εACA in einem ELISA als 
inhibierendes Agens hinzugefügt. Dabei handelt es sich um einen Lysin-ähnlichen 
Ligand. Immobilisiertes Ssl11 und PurA wurden mit Plasminogen und εACA inkubiert. 
Die Bindung von Ssl11 an Plasminogen wurde durch εACA nahezu vollständig 
inhibiert. PurA band in Anwesenheit von εACA ebenfalls nicht mehr an Plasminogen 
(Abb. 3.11A). 
Zudem wurde der Einfluss von NaCl auf die Bindung von Ssl11 und PurA an 
Plasminogen im ELISA untersucht, was Aufschluss über die Abhängigkeit der 
Bindung von der Ionenstärke gibt. Dafür wurden Ssl11 und PurA immobilisiert und 
mit Plasminogen sowie den indizierten Konzentrationen von NaCl (0-1 M) inkubiert.  
Ssl11 und PurA banden umso weniger Plasminogen, je mehr NaCl vorlag 
(Abb. 3.11B). Bei höchster Konzentration von 1 M reduzierte NaCl die Ssl11-
Plasminogen-Bindung um 39 % sowie die PurA-Plasminogen-Bindung um nahezu 
das Doppelte, um 70 %. 
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Abbildung 3.11: εACA und NaCl beeinflussen die Bindung von Ssl11 und PurA an 
Plasminogen. Zur weiteren Charakterisierung der Plasminogenbindung wurden ELISA-Studien 
durchgeführt. A Immobilisiertes Ssl11 und PurA wurde mit Plasminogen inkubiert, welches mit εACA, 
einem Lysin-ähnlichen Ligand, vorinkubiert wurde. εACA inhibierte die Bindung von Ssl11 und PurA 
an Plasminogen. Gpd2 diente als Positivkontrolle, Gelatine als Negativkontrolle. B Immobilisiertes 
Ssl11 und PurA wurden im ELISA mit Plasminogen sowie steigenden Konzentrationen von NaCl 
inkubiert. NaCl reduzierte die Bindung von Plasminogen und Ssl11 um 39 %, während bei PurA, 
ähnlich wie Gpd2, der Positivkontrolle, eine Inhibition von etwa 70 % vorlag. Die prozentualen 
Angaben beziehen sich auf die Bindung der Proteine zu Plasminogen ohne Zugabe von NaCl. Die 
Daten zeigen MW und SA aus drei unabhängigen Versuchen. 
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3.2.3 Der Aktivator uPa spaltet Plasminogen, das an Ssl11 und PurA gebunden 
ist, zu aktivem Plasmin  
Nachfolgend wurde untersucht, ob die Rekrutierung von Plasminogen durch Ssl11 
bzw. PurA zur Evasion des Immunsystems beiträgt. Dafür wurde ermittelt, ob durch 
Ssl11 und PurA gebundenes Plasminogen durch den humanen Aktivator uPa zu 
aktivem Plasmin gespalten wird. Die immobilisierten mikrobiellen Proteine wurden mit 
Plasminogen und im weiteren Verlauf mit uPa und dem chromogenen Substrat 
S-2251 inkubiert. Die Spaltung des S-2251 durch Plasmin wurde über 24 h detektiert. 
Ssl11-gebundenes Plasminogen wurde zeitabhängig durch uPa zu Plasmin aktiviert. 
Plasmin im Komplex mit Ssl11 spaltet S-2251 annähernd so schnell wie Plasmin, 
welches an kein mikrobielles Protein gebunden ist. Plasminogen, gebunden an PurA, 
wurde ebenfalls zu Plasmin aktiviert und spaltete zeitabhängig S-2251, jedoch in 
geringerem Maß als Ssl11-gebundenes Plasmin(ogen) (Abb. 3.12A). Dies wurde 
zusätzlich durch die Bestimmung der Halbwertszeiten von S-2251 bestätigt. Dabei 
handelt es sich um den Zeitpunkt innerhalb der 24 h-Messung, an dem die Hälfte des 
Substrats S-2251 umgesetzt war. Während Ssl11-gebundenes Plasmin(ogen) 
S-2251 bereits nach 3 h zur Hälfte umgesetzt hatte, hatte PurA-gebundenes 
Plasmin(ogen) dies nach 9 h erreicht. Die Halbwertszeit des Substrats S-2251 betrug 
2 h im Falle von ungebundenem Plasmin(ogen) (Abb. 3.12B). 
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Abbildung 3.12: Plasminogen, welches an Ssl11 und PurA gebunden ist, wird durch uPa zu 
Plasmin konvertiert. Um die funktionelle Relevanz der Plasminogenbindung durch Ssl11 und PurA 
zu analysieren, wurde die Spaltung des chromogenen Plasminsubstrats S-2251 untersucht. 
A Immobilisiertes Ssl11 und PurA wurde mit Plasminogen inkubiert. Nach einem Waschschritt wurden 
das Substrat S-2251 und der Plasminogenaktivator uPa zugefügt. Die Umsetzung des Substrats durch 
aktiviertes Plasmin wurde über 24 h detektiert. Immobilisiertes Plasminogen diente als Positivkontrolle, 
Plasminogen gebunden an BSA und Plasminogen ohne uPa als Negativkontrolle. An Ssl11 und PurA 
gebundenes Plasminogen wurde durch uPa zu Plasmin gespalten, welches das Substrat S-2251 
zeitabhängig spaltete. B Die halbmaximale Aktivität von Ssl11 gebundenem Plasmin(ogen) wurde 
nach 3 h, für PurA gebundenes Plasmin(ogen) nach 9 h und für Plasmin(ogen) allein nach 2h erreicht. 
Gezeigt ist eine repräsentative Dreifachmessung aus drei unabhängigen Versuchen. 
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Neben der Spaltung des artifiziellen S-2251 wurde die Spaltung des nativen 
Liganden Fibrinogen und des Komplementproteins C3b nach Aktivierung von durch 
Ssl11 oder PurA gebundenem Plasmin untersucht. Immobilisiertes Ssl11 und PurA 
wurden mit Plasminogen inkubiert. Weiterhin wurden der Aktivator uPa sowie 
Fibrinogen oder C3b zugefügt und der Abbau der zwei Liganden zeitabhängig mittels 
SDS-PAGE und anschließendem Immunoblot detektiert. 
An Ssl11 gebundenes Plasmin(ogen) spaltete das Plasmaprotein Fibrinogen. Die 
Aktivität des Plasmin(ogen)s wurde nach 0,5 h, 1 h, 2 h, 3 h und 4 h untersucht. 
Bereits nach 0,5 h war die Fibrinogenmenge reduziert (Spur 2) und nach 1 h (Spur 3) 
wurde das gesamte Fibrinogen durch Ssl11-gebundenes Plasmin(ogen) zersetzt 
(Abb. 3.13A). Auch an PurA gebundenes Plasmin(ogen) spaltete Fibrinogen. Der 
Abbau wurde über einen Zeitraum von 20 h detektiert. Nach 4 h (Spur 5) kam es zu 
einer sichtbaren Reduktion des Fibrinogens und nach 20 h (Spur 6) war Fibrinogen 
vollständig durch Plasmin(ogen) im Komplex mit PurA abgebaut (Abb. 3.13B). 
C3b wurde ebenfalls durch Ssl11-gebundenes Plasmin(ogen) gespalten. Der Abbau 
wurde nach 0,5 h-20 h geprüft. Nach 2 h wurde C3b durch Plasmin(ogen) bereits in 
ein C3b-Spaltprodukt mit einem Molekulargewicht von 43 kDa (Spur 4) umgesetzt. 
Nach 4 h (Spur 5) entstanden Spaltprodukte mit einem Molekulargewicht von 68 kDa 
und 43 kDa und nach 20 h (Spur 6) konnte zusätzlich noch ein weiteres Produkt von 
41 kDa nachgewiesen werden (Abb. 3.13C). Von PurA-gebundenem Plasmin(ogen) 
wurde ebenfalls die Fähigkeit, C3b zu spalten, untersucht. Über den gesamten 
Zeitraum von 20 h wurde keine C3b-Spaltung von PurA-gebundenem Plasmin(ogen) 
nachgewiesen (Abb. 3.13D). 
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Abbildung 3.13: Durch Ssl11 und PurA gebundenes Plasmin(ogen) spaltet Fibrinogen und das 
Komplementprotein C3b. Plasminogen weist ein vielseitiges Spektrum an Liganden auf. Die 
Spaltung von Fibrinogen sowie C3b durch Plasmin(ogen), welches an Ssl11 bzw. PurA gebunden ist, 
wurde untersucht. Das humane uPa aktivierte Plasminogen zur aktiven Protease Plasmin. 
A Immobilisiertes Ssl11 wurde mit Plasminogen inkubiert. Nach einem Waschschritt erfolgte die 
Zugabe von uPa und Fibrinogen. Der Abbau von Fibrinogen wurde nach 0,5 h, 1 h, 2 h, 3 h und 4 h 
detektiert. Via SDS-PAGE wurden die Spaltprodukte separiert und anschließend mittels Immuno-
blotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Durch Ssl11 gebundenes Plasminogen wurde zu 
Plasmin aktiviert und spaltete Fibrinogen zeitabhängig. B Immobilisiertes PurA wurde mit Plasminogen 
inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von uPa und Fibrinogen. Der Abbau von Fibrinogen wurde nach 
0,5 h, 1 h, 2 h, 4 h und 20 h detektiert. Plasminogen, das von PurA gebunden wurde, wurde zu 
Plasmin aktiviert und spaltete zeitabhängig Fibrinogen. C Immobilisiertes Ssl11 wurde erneut mit 
Plasminogen inkubiert. Die Zugabe von uPa und C3b erfolgte nach einem Waschschritt. Der Abbau 
von C3b wurde nach 0,5 h, 1 h, 2 h, 4 h und 20 h analysiert. Durch Ssl11 gebundenes Plasminogen 
wurde zu Plasmin aktiviert und spaltete zeitabhängig C3b.D Immobilisiertes PurA wurde mit 
Plasminogen inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von uPa und C3b. Der Abbau von C3b wurde nach 
0,5 h, 1 h, 2 h, 4 h und 20 h detektiert. Es konnte keine Spaltung von C3b durch Plasmin(ogen), das 
von PurA gebunden wurde, detektiert werden. Immobilisiertes Plasminogen diente jeweils als 
Positivkontrolle (jeweils Spur 8), wohingegen BSA gebundenes Plasminogen (je Spur 7) sowie die 
Abwesenheit des Aktivators uPa (je Spur 9) Negativkontrollen darstellten. Die gezeigten Daten sind 
repräsentativ für jeweils drei unabhängige Versuche. 
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3.2.4 Die Staphylokinase aktiviert Plasminogen, das an Ssl11 und PurA 
gebunden ist 
Das S. aureus Protein Staphylokinase (SAK) aktiviert ebenfalls Plasminogen zu 
Plasmin (Mölkänen et al. 2002). Im Folgenden wurde analysiert, ob durch SAK 
aktiviertes Plasmin, wie uPa auch, das chromogene Substrat S-2251 spalten kann. In 
der Konsequenz wäre S. aureus in der Lage, ohne die Anwesenheit eines humanen 
Aktivators Plasminogen zu rekrutieren und zu aktivieren. Die immobilisierten Proteine 
Ssl11 und PurA wurden mit Plasminogen inkubiert. Der Aktivator SAK sowie S-2251 
wurden hinzugefügt und die Spaltung des chromogenen Substrats S-2251 durch 
Plasmin über 24 h detektiert. 
Durch Ssl11 gebundenes Plasminogen wurde zeitabhängig durch die SAK zu 
Plasmin aktiviert und spaltet S-2251 ebenso schnell wie Plasmin(ogen), welches an 
kein mikrobielles Protein gebunden war. Plasminogen, das an PurA gebunden war, 
wurde ebenfalls zu Plasmin aktiviert und setzte S-2251 zeitabhängig um 
(Abb. 3.14A). Die Halbwertszeiten von S-2251 geben Aufschluss darüber, wie 
schnell mikrobiell gebundenes Plasminogen aktiviert wurde. Während Ssl11 
gebundenes Plasmin(ogen) S-2251 bereits nach 3 h zur Hälfte umgesetzt hatte, 
hatte PurA gebundenes Plasmin(ogen) dies nach 9-10 h erreicht. Für Plasmin(ogen), 
das an kein mikrobielles Protein gebunden war, betrug die Halbwertszeit des 
Substrats 2-3 h (Abb. 3.14B). 
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Abbildung 3.14: Die Staphylokinase aktiviert an Ssl11 und PurA gebundenes Plasminogen. Die 
SAK ist ein von S. aureus sekretiertes Protein, welches, genau wie uPa, Plasminogen aktiviert. Die 
Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin und somit die Spaltung des chromogenen Plasminsubstrats 
S-2251 wurde analysiert. A Immobilisiertes Ssl11 und PurA wurden mit Plasminogen inkubiert. Nach 
einem Waschschritt wurden das Substrat S-2251 und der mikrobielle Plasminogenaktivator SAK 
zugefügt. Die Umsetzung des Substrats wurde über 24 h detektiert. Immobilisiertes Plasminogen 
diente als Positivkontrolle, Plasminogen gebunden an BSA und Plasminogen ohne uPa als 
Negativkontrolle. An Ssl11 und PurA gebundenes Plasminogen wurde durch SAK in Plasmin 
umgewandelt, welches das Substrat S-2251 zeitabhängig spaltete. B Ssl11 gebundenes 
Plasmin(ogen) hatte nach 3 h die Hälfte des S-2251 zersetzt, PurA gebundenes Plasmin(ogen) nach 
9-10 h und Plasmin(ogen) allein nach 2-3 h. Gezeigt ist eine repräsentative Dreifachmessung aus 
zwei unabhängigen Versuchen. 
Plasmin(ogen), im Komplex mit Ssl11 oder PurA, spaltet effizient Fibrinogen und 
C3b, wenn es mit uPa aktiviert wird (Abb. 3.13). Weiterhin wurde die Spaltung der 
nativen Liganden Fibrinogen und C3b durch SAK aktiviertes und Ssl11 bzw. PurA 
rekrutiertes Plasmin(ogen) untersucht. Dies stellt eine Strategie zur Immun- und 
Komplementevasion von S. aureus dar. Immobilisiertes Ssl11 und PurA wurden dazu 
mit Plasminogen inkubiert. Weiterhin wurde der Aktivator SAK sowie Fibrinogen oder 
C3b zugefügt und die Spaltung der zwei Liganden zeitabhängig mittels SDS-PAGE 
und anschließendem Immunoblot detektiert. 
An Ssl11 gebundenes Plasmin(ogen) spaltete das Plasmaprotein Fibrinogen. Über 
einen Zeitraum von 4 h wurde die Aktivität des Plasmin(ogen) untersucht. Bereits 
nach 0,5 h (Spur 2) war die Fibrinogenmenge reduziert und nach 2 h (Spur 4) war 
das gesamte Fibrinogen zersetzt (Abb. 3.15A). Auch an PurA gebundenes 
Plasmin(ogen) spaltete Fibrinogen. Die Spaltung wurde nach 0,5 h-20 h detektiert. 
Nach 0,5 h (Spur 2) war Fibrinogen bereits sichtbar reduziert und nach 20 h (Spur 6) 
war Fibrinogen vollständig durch Plasmin(ogen) gespalten (Abb. 3.15B). 
C3b wurde ebenfalls durch Ssl11-gebundenes Plasmin(ogen) zersetzt. Der Abbau 
wurde über 20 h analysiert. Bereits nach 0,5 h (Spur 2) wurde ein C3b-Produkt von 
68 kDa gespalten und nach 20 h (Spur 6) war C3b in Produkte mit Molekular-
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gewichten von 68 kDa, 43 kDa, 41 kDa sowie 27 kDa gespalten (Abb. 3.15C). PurA-
gebundenes Plasmin(ogen) zersetzte lediglich eine geringe Menge des C3b. 
Nachdem der Abbau über 20 h detektiert wurde, war C3b nach 20 h (Spur 6) in 
Moleküle von 68 und 43 kDa Molekulargewicht gespalten (Abb. 3.15D). 
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Abbildung 3.15: Die mikrobielle Expression der SAK unterstützt die Spaltung von Fibrinogen 
und C3b durch Plasmin(ogen). Die Spaltung von Fibrinogen sowie C3b durch Plasmin(ogen), 
welches an Ssl11 und PurA gebunden ist, wurde untersucht. Die mikrobielle SAK aktiviert 
Plasminogen zur aktiven Protease Plasmin. A Immobilisiertes Ssl11 wurde mit Plasminogen inkubiert. 
Nach einem Waschschritt erfolgte die Zugabe von SAK und Fibrinogen. Der Abbau von Fibrinogen 
wurde nach 0,5 h, 1 h, 2 h, 3 h und 4 h detektiert. Via SDS-PAGE wurden die Spaltprodukte separiert 
und anschließend mittels Immunoblotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Durch Ssl11 
gebundenes Plasminogen wurde zu Plasmin aktiviert und spaltete Fibrinogen zeitabhängig. 
B Immobilisiertes PurA wurde mit Plasminogen inkubiert. SAK und Fibrinogen wurden zugegeben. Der 
Abbau von Fibrinogen wurde nach 0,5 h, 1 h, 2 h, 4 h und 20 h detektiert. Plasminogen, das von PurA 
gebunden wurde, wurde mittels SAK zu Plasmin aktiviert und spaltete zeitabhängig Fibrinogen. 
C Immobilisiertes Ssl11 wurde erneut mit Plasminogen inkubiert. Nach einem Waschschritt wurden 
SAK und C3b zugegeben. Der Abbau von C3b wurde nach 0,5 h, 1 h, 2 h, 4 h und 20 h analysiert. 
Durch Ssl11 gebundenes Plasminogen wurde zu Plasmin aktiviert und spaltete zeitabhängig C3b. 
D PurA wurde erneut mit Plasminogen inkubiert. SAK und C3b wurden hinzugefügt. Der Abbau von 
C3b wurde nach 0,5 h, 1 h, 2 h, 4 h und 20 h detektiert. Durch PurA gebundenes Plasminogen wurde 
zu Plasmin aktiviert und spaltete zeitabhängig C3b. Immobilisiertes Plasminogen diente jeweils als 
Positivkontrolle (A, C Spur 9; B, D Spur 8), wohingegen durch BSA gebundenes Plasminogen (A, C 
Spur 8; B, D Spur 7) sowie die Abwesenheit des Aktivators uPa (A, C Spur 7; B, D Spur 9) 
Negativkontrollen darstellen. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für jeweils drei unabhängige 
Versuche. 
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3.3 Ssl11 inhibiert Komplement 
Das S. aureus Protein Ssl11 bindet - im Vergleich zu PurA - Faktor H mit 36-fach 
höherer Affinität. Ssl11 reduziert die Komplementaktivierung über den alternativen 
Weg in humanem Serum, während PurA, trotz Bindung an Faktor H und FHL-1 
keinen inhibierenden Effekt aufweist. Die Kofaktoraktivität von durch Ssl11-
gebundenem Faktor H ist stärker als bei PurA-gebundenem (Kap. 3.1). 
Die Affinität von Plasminogen zu Ssl11 ist etwa 1,9-fach höher als zu PurA. Durch 
Ssl11- und PurA-gebundenes Plasminogen wird via uPa oder SAK zu Plasmin 
aktiviert und spaltet das chromogene Substrat S-2251, Fibrinogen und zumeist auch 
C3b. Dabei wies das durch Ssl11 rekrutierte Plasmin(ogen) jeweils eine höhere 
Aktivität auf (Kap. 3.2). 
Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden die komplementinhibierenden Eigenschaften 
des Proteins Ssl11 weitergehend untersucht. 
3.3.1 Ssl11 rekrutiert parallel Faktor H und Plasminogen 
Das S. aureus Protein Ssl11 bindet sowohl Faktor H als auch Plasminogen. Es war 
unklar, welche Region in Ssl11 für die Bindung von Faktor H sowie Plasminogen 
ursächlich ist. Um zu untersuchen, ob es für beide humane Regulatoren eine 
gemeinsame Binderegion oder zwei unabhängige Regionen gibt, wurde ein 
Kompetitionsassay durchgeführt. Immobilisiertes Ssl11 wurde mit konstanten 
Mengen Faktor H und steigenden Mengen Plasminogen oder umgekehrt im ELISA 
inkubiert. 
Bei konstanter Faktor H-Konzentration band Ssl11 Plasminogen konzentrations-
abhängig (Abb. 3.16A). Ssl11 bindet Faktor H bei konstanter Plasminogenmenge 
ebenfalls konzentrationsabhängig (Abb. 3.16B).  
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Abbildung 3.16: Ssl11 bindet zeitgleich Faktor H und Plasminogen. Ssl11 bindet die Komplement-
regulatoren Faktor H und Plasminogen. Ob beide Proteine zeitgleich mit Ssl11 interagieren, wurde in 
einem Kompetitions-ELISA untersucht. A Immobilisiertes Ssl11 wurde mit steigenden Konzentrationen 
von Plasminogen bei gleichen Faktor H-Mengen inkubiert. Ssl11 band Plasminogen auch in 
Anwesenheit von Faktor H dosisabhängig. B Immobilisiertes Ssl11 wurde mit steigenden Konzen-
trationen Faktor H bei gleichen Mengen Plasminogen inkubiert. Die Faktor H Bindung von Ssl11 
konnte dosisabhängig gezeigt werden, wenn Plasminogen ebenfalls als Ligand vorlag. Die gezeigten 
Daten zeigen MW und SA von drei unabhängigen Versuchen. 
3.3.2 Ssl11 ist auf der Oberfläche von S. aureus lokalisiert 
Ssl11 ist ein sekretiertes Protein. Es wurde zudem auch auf der Oberfläche von 
S. aureus nachgewiesen (Laughton et al. 2006). Um zu bestätigen, dass Ssl11 
oberflächenassoziiert vorliegt und somit die Komplementregulatoren Faktor H und 
Plasminogen an die mikrobielle Oberfläche rekrutiert, wurde die Lokalisierung des 
Ssl11 untersucht. 
Hierfür wurden S. aureus-Mutanten generiert, welche spezifische Proteine nicht mehr 
exprimieren: das S. aureus-Protein Spa bindet Immunglobuline (Cedergren et al. 
1993). Für Untersuchungen, welche Antikörper zur Detektion verwenden, ist dies 
sehr hinderlich, da unspezifische Signale generiert werden. Aus diesem Grund diente 
ein S. aureus-Stamm, welcher Spa nicht exprimierte, als Referenzstamm (Newman 
Δspa). Mittels Phagen wurde eine Ssl11-Insertionsmutation in den Spa-
Mutationsstamm transduziert (Newman ΔspaΔssl11). Sbi ist ebenfalls ein Immun-
globulin-Bindeprotein (Zhang et al. 1998). Mittels Phagentransduktion wurde 
zusätzlich eine Sbi-Deletionsmutation in den Spa-Mutationsstamm integriert 
(Newman ΔspaΔsbi). Das Wachstum der Stämme wurde zur Charakterisierung der 
generierten S. aureus-Mutantenstämme über einen Zeitraum von 24 h erfasst. 
S. aureus Newman ΔspaΔssl11, ΔspaΔsbi und Δspa zeigten ein sehr ähnliches 
Wachstum, wiesen gegenüber dem Newman WT jedoch eine Wachstumsdefizienz 
auf (Abb. 3.17). 
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Abbildung 3.17: Die S. aureus Mutanten Newman Δspa, ΔspaΔssl11 und ΔspaΔsbi weisen 
gegenüber dem Wildtyp eine Wachstumsdefizienz auf. Mittels Phagentransduktion wurden Δssl11 
(Ins) sowie Δsbi (Del) in den Newman Δspa integriert. Das Wachstum der S. aureus-Stämme wurde 
zeitabhängig detektiert. TSB-Medium wurde aus einer üN-Kultur beimpft und bei 37°C für 24 h 
inkubiert. Alle S. aureus-Mutantenstämme wiesen gegenüber dem Newman WT eine Wachstums-
defizienz auf. Ins= Insertionsmutante, Del= Deletionsmutante. 
Das Antibiotikum Gramicidin löst bei S. aureus Membranporenstress und somit die 
Aktivierung des Zweikomponentensystems SaeRS aus (Benson et al. 2012). Um 
Ssl11 besser lokalisieren zu können, wurde die Ssl11 Expression erhöht. Dazu 
wurde dem Kulturmedium Gramicidin zugefügt. Zunächst wurde in einem 
Wachstumsversuch mit S. aureus Newman WT eine geeignete Gramicidin-
konzentration ermittelt. Die Zugabe von 10 µg/ml, 20 µg/ml sowie 40 µg/ml Grami-
cidin führte, verglichen mit Medium ohne Gramicidin, dosisabhängig zu einer 
Wachstumsverzögerung, insbesondere innerhalb der ersten 7 h (Abb. 3.18A). Da die 
Staphylokokken dies aber überlebten, wurde in weiteren Versuchen mit 40 µg/ml 
Gramicidin gearbeitet. 
Um Proteine der Membran zu untersuchen, wurden Staphylokokken mit Lysostaphyin 
und Lysozym behandelt. Im Überstand der Membranfraktion des Newman ΔspaΔsbi 
war Ssl11 mit einem Molekulargewicht von 25 kDa vorhanden, ebenso im Pellet der 
Membranfraktion des Newman Δspa, dort mit etwa 30 kDa. Nach Zugabe von 
Gramicidin befand sich mehr Ssl11 im Pellet der Membranfraktion. Für den Stamm 
Newman ΔspaΔssl11 wurde kein Ssl11 in der Membranfraktion nachgewiesen. Das 
Immunglobulin-bindende Protein Sbi bindet dass Ssl11-Antiserum unspezifisch. Sbi 
war demnach in der Membranfraktion der Stämme Newman Δspa sowie Newman 
ΔspaΔssl11, nicht aber im Newman ΔspaΔsbi nachweisbar (Abb. 3.18B). 
Sekretierte Proteine können im Überstand durch eine Proteinfällung nachgewiesen 
werden. Im Sekretom von Newman Δspa war Ssl11 vorhanden, wohingegen sich bei 
Newman ΔspaΔsbi sowie Newman ΔspaΔssl11 kein Ssl11 im extrazellulären Milieu 
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befand. Erneut wurde das sekretierte Protein Sbi detektiert, welches ebenso 
membrangebunden vorliegt (Koch et al. 2012). Sekretiertes Sbi wurde nicht für den 
Stamm Newman ΔspaΔsbi nachgewiesen (Abb. 3.18C). 
Mittels eines mechanischen Aufschlusses der Staphylokokken wurden die zytoso-
lischen Proteine freigesetzt. Ssl11 war dabei weder in der zytosolischen Fraktion von 
Newman Δspa, Newman ΔspaΔsbi noch im Newman ΔspaΔssl11 vorhanden 
(Abb. 3.18D).  
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass sich das Protein Ssl11 in der 
Membranfraktion von S. aureus sowie sekretiert im extrazellulären Milieu befindet. 
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Abbildung 3.18: Ssl11 wird sekretiert und bindet zusätzlich an die Oberfläche von S. aureus. 
Die Expression des Ssl11 wird durch das Zweikomponentensystem SaeRS kontrolliert. Durch das 
Antibiotikum Gramicidin wird Membranporenstress auf der Staphylokokkenoberfläche ausgelöst, was 
SaeRS aktiviert und die Expression von Ssl11 induziert. A Zur Titration einer geeigneten Gramicidin-
konzentration wurden Wachstumsversuche durchgeführt. S. aureus Newman WT wurde in TSB, 
supplementiert mit verschiedenen Konzentrationen von Gramicidin, aus einer üN-Kultur beimpft und 
24 h bei 37°C inkubiert. Zugegebenes Gramicidin verlängerte die lag-Phase der Staphylokokken. Die 
Bakterien waren jedoch auch bei höchster Gramicidinkonzentration wachstumsfähig. Es wurde 
untersucht, ob Ssl11 in der Membranfraktion, im extrazellulären Raum sowie im Zytosol vorliegt. Die 
Staphylokokken wuchsen für 6,5 h in BHI-Medium + 40 µg/ml Gramicidin bei 37°C. Die Proteine der 
Zellfraktionen wurden mittels SDS-PAGE separiert und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. 
B Zur Analyse der Membranfraktion wurden S. aureus-Zellen für 30 min bei 37°C mit Lysostaphin und 
Lysozym inkubiert. Nach anschließender Zentrifugation stellte das Pellet die im Gel gezeigte 
Membranfraktion dar. In allen Proben, ausgenommen der Newman ΔspaΔssl11, wurde Ssl11 nach-
gewiesen. C Die Proteinfällung des Kulturüberstandes mit TCA ermöglichte die Identifizierung des 
Ssl11 im Sekretom von S. aureus Newman Δspa. Im Sekretom von S. aureus Newman ΔspaΔsbi 
sowie Newman ΔspaΔssl11 war Ssl11 nicht vorhanden. D Zur Untersuchung der zytosolischen 
Fraktion wurden S. aureus-Zellen mechanisch aufgeschlossen. Der Überstand dieser Proben stellte 
die dargestellte zytosolische Fraktion dar. Ssl11 wurde in keinem der analysierten S. aureus Stämme 
im Zytosol detektiert. Rekombinant exprimiertes Ssl11 (rSsl11) diente jeweils als Positivreferenz. 
Gr= Gramicidin. 
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3.3.3 Ssl11 rekrutiert Faktor H an die Oberfläche von S. aureus 
Ssl11 bindet sowohl Faktor H als auch Plasminogen und Ssl11 ist ein sezerniertes 
Protein, welches zudem oberflächenlokalisiert vorkommt. Es wurde nachfolgend 
analysiert, ob Faktor H und Plasminogen durch oberflächenassoziiertes Ssl11 auf die 
mikrobielle Oberfläche rekrutiert werden. Die Bindung von Faktor H oder 
Plasminogen aus iNHS an die Oberfläche von S. aureus wurde vergleichend für die 
Stämme S. aureus Newman Δspa und Newman ΔspaΔssl11 untersucht. Die 
Stämme wurden in Flüssigphase mit iNHS inkubiert und die Bindung von Faktor H 
oder Plasminogen aus Serum durchflusszytometrisch untersucht. 
S. aureus Newman ΔspaΔssl11, welcher kein Ssl11 exprimiert, band signifikant 
weniger Faktor H auf der mikrobiellen Oberfläche als der Referenzstamm Newman 
Δspa (Abb. 3.19A). Plasminogen aus iNHS wurde ebenfalls auf Bindung an 
S. aureus Newman Δspa sowie Newman ΔspaΔssl11 geprüft. Die Bindung von 
Plasminogen an S. aureus war bei An- und Abwesenheit von Ssl11 nicht signifikant 
verändert (Abb. 3.19B). 
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Abbildung 3.19: Die Ssl11-Mutante bindet weniger Faktor H auf der S. aureus Oberfläche. 
S. aureus bindet die Komplementregulatoren Faktor H und Plasminogen. Es wurde untersucht, inwie-
fern membrangebundenes Ssl11 die Regulatorbindung beeinflusst. S. aureus Newman ΔspaΔssl11 
und Newman Δspa wurden mit iNHS inkubiert. A S. aureus Newman ΔspaΔssl11 band signifikant 
weniger Faktor H als Newman Δspa. B S. aureus Newman ΔspaΔssl11 und Newman Δspa banden 
gleiche Mengen Plasminogen auf der Erregeroberfläche. Die Prozentangaben beziehen sich auf die 
als Referenz gesetzten Werte der Bindungen des S. aureus Newman Δspa. Die gezeigten Daten 
zeigen MW und SA aus drei (A) bzw. zwei (B) unabhängigen Durchflusszytometrie-Versuchen. 
*P≤0,05; ***P≤0,001. 
3.3.4 Ssl11 reduziert die C3b-Deposition auf der S. aureus Oberfläche 
Ssl11 befindet sich auf der Oberfläche von S. aureus und rekrutiert funktionell aktiven 
Faktor H. Um zu untersuchen, ob rekrutierter Faktor H die Deposition von C3b und 
somit die Opsonisierung des Mikroorganismus bzw. die Aktivierung des alternativen 
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Komplementweges beeinflusst, wurde das Vorhandensein von C3b auf Ssl11-
exprimierenden (Newman Δspa) und nicht exprimierenden (Newman ΔspaΔssl11) 
Staphylokokken analysiert. Die S. aureus Stämme wurden hierfür mit komplement-
aktivem Serum inkubiert. Die Deposition des C3bs wurde durchflusszytometrisch 
ermittelt. 
In Anwesenheit von Ssl11 (S. aureus Newman Δspa) war die Deposition von C3b 
reduziert (Abb. 3.20). Nach 20 min Inkubation mit NHS war 33% mehr C3b auf 
Staphylokokken abgelagert, die Ssl11 nicht exprimieren (Newman ΔspaΔssl11). 
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Abbildung 3.20: Ssl11 reduziert die C3b-Deposition auf der Oberfläche von S. aureus. A Die 
Analyse der C3b-Deposition in An- und Abwesenheit von Ssl11 wurde mit S. aureus-Mutanten 
analysiert. S. aureus Newman ΔspaΔssl11 und Newman Δspa wurden mit 10 % NHS bei 37°C 
opsonisiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde das Vorhandensein von C3b auf der S. aureus 
Oberfläche detektiert. B Die C3b-Deposition war um 33% verringert, wenn Ssl11 auf der Oberfläche 
von S. aureus vorhanden war. Die gezeigten Daten zeigen MW und SA aus drei unabhängigen 
Versuchen. 
3.3.5 Makrophagen phagozytieren C3b-opsonisierte S. aureus 
Membranassoziiertes Ssl11 reduziert die C3b-Deposition auf der S. aureus Ober-
fläche. C3b wie auch iC3b sind Opsonine, welche phagozytische Zellen über 
Rezeptoren zur Aufnahme der mittels Opsoninen markierten Bakterien anregen. Es 
wurde daher untersucht, ob die durch Ssl11 verursachte verringerte C3b-Deposition 
die Phagozytose durch humane Makrophagen beeinflusst. 
Die Monozytenzellline THP-1 wurde zur Differenzierung zu Makrophagen mit PMA 
stimuliert. Über einen Zeitraum von 4 h wurden adhärente Makrophagen mit 
S. aureus Newman Δspa sowie Newman ΔspaΔssl11 inkubiert. 
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Die humanen THP1-Makrophagen phagozytierten die zur C3b-Opsonisierung mit 
NHS inkubierten Staphylokokkenstämme Newman Δspa und Newman ΔspaΔssl11 
zeitabhängig (Daten nicht gezeigt). In Abwesenheit von Ssl11 (Newman ΔspaΔssl11) 
unterschied sich die Phagozytose von Staphylokokken durch Makrophagen nicht von 
der Phagozytoserate von Ssl11-exprimierenden S. aureus (Newman Δspa) 
(Abb. 3.21A). Die durch Ssl11 hervorgerufene verringerte C3b-Deposition führte 
nicht zu einer reduzierten Aufnahme von S. aureus durch humane Makrophagen 
(Abb. 3.21B).  
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Abbildung 3.21: Die Phagozytose von S. aureus durch humane Makrophagen ist nicht durch 
Ssl11 beeinflusst. Makrophagen phagozytieren effektiv C3b-opsonisierte Staphylokokken. S. aureus 
Newman ΔspaΔssl11 und Newman Δspa wurden mit BacLight green markiert, mit 10 % NHS 
opsonisiert und anschließend mit DiD-markierten THP-1-Makrophagen in einer MOI von 10 inkubiert. 
Die Phagozytoseraten wurden durchflusszytometrisch detektiert. A Die Makrophagen nehmen 
BacLight green-gefärbte S. aureus Newman ΔspaΔssl11 und Newman Δspa auf. Die Abbildungen 
sind repräsentativ für zwei Versuche. B Es wurde die Phagozytoserate der Makrophagen ermittelt. 
Von den Messwerten wurde der Basiswert zum Zeitpunkt t0 subtrahiert. S. aureus Newman 
ΔspaΔssl11 und Newman Δspa wurden gleichermaßen stark von THP1-Makrophagen phagozytiert. 
Die gezeigten Daten zeigen MW und SA aus zwei unabhängigen Versuchen. 
3.3.6 Ssl11 reduziert die Phagozytose von S. aureus durch neutrophile 
Granulozyten 
Die Phagozytose von Immunglobulin- und C3b-opsonisierten Staphylokokken wird 
zumeist durch neutrophile Granulozyten, den wichtigsten Phagozyten der 
angeborenen Immunität, realisiert. Es wurde analysiert, ob die Ssl11-induzierte 
verringerte C3b-Deposition auf S. aureus die Phagozytose durch primäre humane 
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neutrophile Granulozyten verringert. Die Phagozytose von S. aureus Newman 
ΔspaΔssl11 und Newman Δspa durch Neutrophile wurde zeitabhängig mittels 
Durchflusszytometrie ermittelt. 
Staphylokokken, die kein Ssl11 exprimieren (Newman ΔspaΔssl11) wurden nach 
25 min gegenüber Ssl11-exprimierenden S. aureus (Newman Δspa) um 13-14 % 
stärker durch neutrophile Granulozyten phagozytiert (Abb. 3.22B). 
Während die Phagozytose durch die Makrophagen-Zelllinie THP-1 über einen 
Zeitraum von 4 h analysiert wurde (Abb. 3.21), nahmen die neutrophilen 
Granulozyten opsonisierte Staphylokokken bereits innerhalb von 25 min sehr effektiv 
auf (Abb. 3.22A). 
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Abbildung 3.22: Die Phagozytose von S. aureus durch neutrophile Granulozyten ist in 
Anwesenheit von Ssl11 verringert. Die Phagozytose von S. aureus im menschlichen Körper findet 
zum Großteil durch neutrophile Granulozyten statt. S. aureus Newman ΔspaΔssl11 und Newman 
Δspa wurden mit BacLight green markiert, mit 10 % NHS opsonisiert und anschließend mit DiD-
markierten isolierten primären humanen neutrophilen Granulozyten in einer MOI von 10 inkubiert. Die 
Phagozytoseraten wurden durchflusszytometrisch detektiert. A Die neutrophilen Granulozyten 
nahmen BacLight green-gefärbte S. aureus Newman ΔspaΔssl11 und Newman Δspa auf. Die 
Abbildungen sind repräsentativ für zwei Versuche. B Es wurde die Phagozytoserate der neutrophilen 
Granulozyten ermittelt. Von den Messwerten wurde der Basiswert zum Zeitpunkt t0 subtrahiert. War 
Ssl11 auf der Oberfläche von S. aureus vorhanden (Newman Δspa), wurden nach 25 min etwa 14 % 
weniger Staphylokokken phagozytiert als bei Abwesenheit von Ssl11 (S. aureus Newman 
ΔspaΔssl11). Die gezeigten Daten zeigen MW und SA aus zwei unabhängigen Versuchen. 
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Die Phagozytoserate wurde über die Detektion doppelt positiver Ereignisse bestimmt: 
den DiD-gefärbten neutrophilen Granulozyten, welche BacLight green-gefärbte 
S. aureus aufgenommen hatten. Um festzustellen, ob bei doppelt positiven 
Ereignissen tatsächlich die Phagozytose der Staphylokokken und nicht die Adhäsion 
der Bakterien an die neutrophilen Granulozyten stattgefunden hat, wurden 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. 
Die Membran der neutrophilen Granulozyten wurde mit DiD (rot) und der Zellkern mit 
DAPI (cyanblau) gefärbt. Staphylokokken wurden mit BacLight green markiert. 
Neutrophile Granulozyten und S. aureus Newman ΔspaΔssl11 sowie Newman Δspa, 
welche zuvor zur Opsonisierung mit 10 % NHS inkubiert wurden, wurden koinkubiert. 
Zur Quantifizierung phagozytierter und adhärenter Staphylokokken wurden für 
S. aureus Newman ΔspaΔssl11 sowie Newman Δspa pro mikroskopischer Aufnahme 
zwei neutrophile Granulozyten ausgewählt und jeweilige phagozytierte, adhärente 
und extrazelluläre Staphylokken quantitativ erfasst. Während die Reduktion des 
Membranfarbstoffes die Erfassung intrazellulär lokalisierter Staphylokokken 
ermöglichte (Abb. 3.23 Aa-Ab, Abb. 3.23 Ba-Bb), visualisieren 3D-Aufnahmen die 
Vorder- und Rückseite der neutrophilen Granulozyten zur Detektion adhärenter 
Staphylokokken (Abb. 3.23 Ac-Ad, Abb. 3.23 Bc-Bd). 
Die neutrophilen Granulozyten phagozytierten S. aureus Newman ΔspaΔssl11 
(Abb. 3.23A) sowie Newman Δspa (Abb. 3.23B). S. aureus Newman ΔspaΔssl11 
sowie Newman Δspa befanden sich zu 66-70 % im extrazellulären Milieu. 27-28 % 
der Staphylokokken wurden phagozytiert und waren demnach intrazellulär lokalisiert. 
Lediglich 3-6 % waren adhärent (Abb. 3.23C). Die doppelt positiv erfassten 
Ereignisse in der Durchflusszytometrie stellen somit mehrheitlich durch neutrophile 
Granulozyten phagozytierte Staphylokokken dar. 
Der im Durchflusszytometer erkennbare Unterschied in der Phagozytoserate von 
S. aureus Newman Δspa verglichen mit dem Newman ΔspaΔssl11 wurde in diesen 
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen nicht bestätigt. Es wurde jedoch auch 
lediglich eine geringe Anzahl an neutrophilen Granulozyten detektiert und für die 
quantitative Auswertung verwendet. 
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Abbildung 3.23: S. aureus wird von neutrophile Granulozyten phagozytiert und adhäriert in 
geringem Maß an die phagozytischen Zellen. Um die Phagozytose von S. aureus Newman 
ΔspaΔssl11 und Newman Δspa durch neutrophile Granulozyten zu visualisieren und um zwischen 
Adhäsion und Phagozytose unterscheiden zu können, wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen 
durchgeführt. Neutrophile Granulozyten wurden mit dem Membranfarbstoff DiD und dem DNA-
Farbstoff DAPI gefärbt. Gefärbte humane neutrophile Granulozyten und BacLight green-gefärbte und 
opsonisierte S. aureus Newman ΔspaΔssl11 und Newman Δspa wurden für 40 min koinkubiert. 
A Neutrophile Granulozyten phagozytierten S. aureus Newman ΔspaΔssl11. Aa, Ab Eine Reduktion 
der Intensität des Membranfarbstoffs DiD ermöglichte das Sichtbarmachen der intrazellulär 
lokalisierten Staphylokokken. Ac, Ad 3D-Aufnahmen visualisieren die Vor- (Ac) und Rückseite (Ad) 
der neutrophilen Granulozyten zur Detektion von adhärenten Staphylokokken. Nur wenige Staphylo-
kokken waren adhärent. B Neutrophile Granulozyten phagozytierten S. aureus Newman Δspa. Ba, Bb 
Die Reduktion der Intensität des Membranfarbstoffs DiD ermöglicht das Sichtbarmachen der intra-
zellulär lokalisierten Staphylokokken. Bc, Bd 3D-Aufnahmen visualisieren die Vor- (Bc) und Rückseite 
(Bd) der neutrophilen Granulozyten zur Detektion von adhärenten Staphylokokken. C Es erfolgte eine 
quanititative Auswertung zur Anzahl adhärenter und intrazellulärer Staphylokokken. Für drei 
Aufnahmen pro S. aureus Stamm wurden jeweils zwei neutrophile Granulozyten ausgewählt. Für 
diese neutrophilen Granulozyten wurden die extrazellulären, adhärenten sowie intrazellulären phago-
zytierten Staphylokokken erfasst. S. aureus Newman ΔspaΔssl11 sowie auch Newman Δspa be-
fanden sich zu 66-70 % extrazellulär. 27-28 % der Staphylokokken wurden phagozytiert und waren 
demnach intrazellulär lokalisiert und lediglich 3-6 % waren adhärent. 
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3.4 Ssl11 beeinflusst die Virulenz in vivo 
Ssl11 wurde in vitro als Virulenzprotein von S. aureus identifiziert. Die Wachsmotten-
larve G. mellonella eignet sich für erste in vivo Analysen hinsichtlich der Virulenz von 
Erregerproteinen. Mittels des Ssl11-Mutantenstammes wurde der Einfluss von Ssl11 
auf die Virulenz von S. aureus in vivo in G. mellonella analysiert. 
Die Virulenz des PurA-Mutantenstammes gegenüber dem Newman Wildtyp ist stark 
attenuiert (Selle 2015). S. aureus Newman ΔpurA diente daher in diesem Versuch als 
Positivkontrolle. Gegenüber dem Newman Wildtyp war die Virulenz der Ssl11-
Mutante geringfügig attenuiert. 
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Abbildung 3.24: Ssl11 trägt in geringem Maß zur Virulenz von S. aureus bei. Die Virulenz von 
Ssl11 wurde in einem in vivo Überlebensversuch in der Wachsmottenlarve G. mellonella untersucht. 
Es wurden S. aureus Newman WT, Newman Δssl11, Newman ΔpurA sowie PBS in G. mellonella 
injiziert und das Überleben der Larven bei 37°C zeitabhängig erfasst. Die Virulenz des Ssl11-
Mutantenstammes war gegenüber dem WT etwas schwächer. S. aureus Newman ΔpurA diente als 
Positivreferenz. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für zwei Versuche. 
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4. Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Bindung der beiden S. aureus Proteine Ssl11 
und PurA an die Regulatoren Faktor H und Plasminogen identifiziert und hinsichtlich 
ihrer inhibitorischen Wirkung auf die Komplementkaskade charakterisiert. Zudem 
wurde der Einfluss dieser Inhibition auf die Phagozytose von S. aureus durch 
Makrophagen und Neutrophile untersucht. In vivo Untersuchungen mit der 
Wachsmottenlarve G. mellonella dienten der ersten Validierung der in vitro 
erhobenen Daten im lebenden Organismus. 
4.1 Ssl11 und PurA binden den funktionell aktiven Komplementregulator 
Faktor H 
Der humane Komplementregulator Faktor H hat eine Schlüsselfunktion in der 
Regulation der C3-Spaltung. Die Rekrutierung des humanen Komplementregulators 
Faktor H ist daher eine häufig vorkommende Komplementevasionsstrategie von 
Mikroorganismen. Mittels eines Proteinarrays wurden im Rahmen dieser Arbeit neue 
Faktor H-bindende Proteine von S. aureus identifiziert. Ursprünglich wurde dieser 
Assay zur Untersuchung von Plasma-Antikörper-Antworten auf spezifische S. aureus 
Proteine verwendet (Kloppot et al. 2015). In der heutigen funktionellen 
Proteomforschung ist der Proteinarray jedoch vielseitig einsetzbar (Lueong et al. 
2014).  
Die S. aureus Proteine Ssl11 und PurA rekrutieren den humanen Komplement-
regulator Faktor H. Ssl11 band Faktor H mit 36-fach höherer Affinität, nämlich 2,56 
nM, als PurA, wo die Affinität 92,4 nM betrug. Die Stabilität der Ssl11-Faktor H-
Bindung war etwa 10-fach stärker als die der PurA-Faktor H-Bindung. Als weitere 
Faktor H-rekrutierende Proteine von S. aureus sind bereits Sbi, SdrE sowie Efb und 
Ecb bekannt (Kap. 1.2.13). Diese Komplementevasionsstrategie nutzen neben 
S. aureus auch andere grampositive, aber auch gramnegative Bakterien sowie einige 
Pilze. Genannt seien hier beispielhaft Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) 
mit den Proteinen Pneumokokken-Oberflächenprotein C (pneumococcal surface 
protein C, PspC) und Elongationsfaktor Tu (elongation factor Tu, Tuf) (Mohan et al. 
2014; Meinel et al. 2017), Protein H von Hämophilus influenzae (H. influenzae) 
(Fleury et al. 2014), ebenso wie Gpd2 sowie Phosphoglyceratmutase 1 (Gpm1) von 
C. albicans (Luo et al. 2013; Lopez et al. 2014). Die ermittelte Affinität der S. aureus 
Proteine Ssl11 und PurA ist der bereits bekannten Bindeaffinität des Faktor H-
Diskussion    75 
bindenden Proteins PspC von S. pneumoniae ähnlich. Die PspC-Varianten binden 
Faktor H z. B. jeweils mit 16,6 nM und 29,4 nM (Meinel 2017). 
Ssl11 ist nicht das erste beschriebene Protein der Ssl-Familie, das eine Interaktion 
mit dem humanen Komplementsystem eingeht. Auch Ssl7 inhibiert das Komplement, 
indem es die Immunglobuline IgA und IgG sowie das Komplementprotein C5 bindet 
(Langley et al. 2005; Itoh et al. 2010; Laursen et al. 2010). Die Bindung von Ssls an 
Komplementregulatoren, wie Faktor H, wurde bisher noch nicht beschrieben und ist 
somit derzeit einzigartig für Ssl11. Ebenfalls neuartig ist die Art und Weise, wie Ssl11 
Faktor H bindet. Ssl11 wies in den Bindungsstudien keine spezifische Faktor H-
Bindung zu Faktor H-Fragmenten auf. Es konnte lediglich die Tendenz einer Bindung 
an SCRs 18-20 festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass das komplette 
Faktor H-Protein für eine Bindung an Ssl11 notwendig ist, was möglicherweise eine 
Änderung der Konformation im Faktor H hervorruft. Bisher wurde diese spezielle 
Ssl11-Faktor H-Bindung noch nicht im Detail charakterisiert. Um dies zu 
untersuchen, würde sich beispielsweise die Analyse der Kristallstruktur des Ssl11 im 
Komplex mit Faktor H anbieten. 
PurA hingegen band an Faktor H SCRs 1-7, SCRs 8-20 sowie SCRs 18-20. Es 
konnte jedoch keine eindeutige Bindung an SCR 18, SCR 19 oder SCR 20 
nachgewiesen werden. Möglicherweise ist für die PurA-Faktor H-Interaktion somit die 
komplette C-terminale Domäne SCRs 18-20 relevant. PurA weist, im Gegensatz zu 
Ssl11, Faktor H-Bindedomänen auf, welche auch für bereits charakterisierte 
Virulenzfaktoren beschrieben sind: Regionen, die häufig von mikrobiellen Proteinen 
gebunden werden, sind SCRs 1-7, SCRs 8-11 und SCRs 18-20. So bindet das 
S. pneumoniae Protein Tuf Faktor H beispielsweise in den SCRs 1-6, SCRs 1-7, 
SCRs 15-20 sowie SCRs 18-20 (Mohan et al. 2014).  
PurA wiederum bindet Faktor H innerhalb von 200 Aminosäuren in der N-terminalen 
Domäne. Die PurA-Faktor H-Bindung zeigt sich dabei unabhängig von den in der 
Purinbiosynthese essentiellen aktiven Zentren, welche für die Bindung der Substrate 
IMP, GTP, Magnesium-Ionen und Aspartat notwendig sind (Selle 2015). Im Zytosol 
fungiert PurA somit als Katalysator der Purinbiosynthese. Die Funktion des 
membranassoziierten PurA als Virulenzfaktor ist unabhängig von der Biosynthese-
Funktion. Dieser Sachverhalt verdeutlicht, dass PurA ein moonlighting Protein ist.  
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Viele Evasionsproteine binden neben Faktor H auch Faktor H-verwandte Proteine. 
Dem liegt die strukturelle Ähnlichkeit der Proteine zugrunde. FHL-1 besteht aus den 
SCRs 1-7 von Faktor H und die CFHR1-Struktur ist den SCRs 6-7 und SCRs 18-20 
von Faktor H ähnlich. Ssl11 band ausschließlich das vollständige Faktor H-Protein. 
Dementsprechend wies Ssl11 keine spezifische Bindung an FHL-1 oder CFHR1 auf. 
Eine spezifische Bindung an Faktor H, aber nicht an FHL-1, wie Ssl11 es zeigt, ist 
bisher für kein anderes Evasionsprotein beschrieben. Dieser scheinbar wider-
sprüchliche Sachverhalt ist jedoch damit zu erklären, dass Ssl11 nur das komplette 
Faktor H bindet, bzw. eine Tendenz zur Bindung an SCRs 18-20 zeigt, welche aber 
nicht Bestandteil des FHL-1 sind. PurA hingegen band, neben Faktor H, sowohl FHL-
1 als auch CFHR1. Dies resultiert daraus, dass die Faktor H-Bindestellen von PurA 
unter anderem in SCR 7 sowie SCRs 18-20 lokalisiert sind und diese auch 
Bestandteile von FHL-1 sind sowie starke Homologien zu den CFHR1-Untereinheiten 
besitzen. Ähnlich wie PurA bindet das C. albicans Protein Gpd2 Faktor H und FHL-1 
(Luo et al. 2013).  
Die Funktion der Bindung von PurA an CFHR1 ist derzeit nicht charakterisiert. 
CFHR1 inhibiert die Aktivität der C5-Konvertase, indem es an das C3b dieser 
Konvertase bindet. Zudem verhindert CFHR1 die Assemblierung des TCC. Die 
genauen Mechanismen sind bisher nicht beschrieben. CFHR1 kompetitiert zudem 
mit Faktor H um die Bindung an C3-Moleküle (Fritsche et al. 2010). Ob PurA durch 
die Rekrutierung des CFHR1 die TCC-Assemblierung auf Staphylokokken inhibiert, 
ist noch unklar und müsste in zukünftigen Analysen untersucht werden. 
Während CFHR1 ein Regulator des TCC ist, modulieren Faktor H und FHL-1 den 
alternativen Aktivierungsweg. Durch Ssl11 gebundener Faktor H behielt seine 
Kofaktoraktivität gegenüber dem Faktor I. Ssl11 inhibierte zudem die Aktivierung des 
alternativen Weges auf C3b- und auch auf TCC-Ebene in einem Komplement-
aktivierungsversuch, ähnlich wie Gpd2 (Luo et al. 2013). Ssl11 ist somit ein neu 
identifizierter Inhibitor des alternativen Weges. PurA zeigte keinen Einfluss auf die 
Aktivierung des alternativen Weges, obwohl durch PurA gebundener Faktor H wie 
auch FHL-1 Kofaktoraktivität für Faktor I besitzen. Verglichen mit dem Ssl11-
Faktor H-Komplex war die Kofaktor-Aktivität von PurA gebundenem Faktor H 
allerdings geringer. Möglicherweise war die geringere Bindungsaffinität von PurA an 
Faktor H ursächlich für eine geringere Menge an gebundenem Faktor H, woraus 
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wiederum die geringere Kofaktor-Aktivität des entsprechenden Komplexes resultierte. 
Verglichen mit Ssl11 wäre ein inhibitorischer Einfluss durch PurA folglich schwieriger 
zu detektieren. 
Sehr wahrscheinlich wird die nachgewiesene Inhibition des alternativen Weges durch 
Ssl11 unter anderem durch die Aktivität des Faktor H als Kofaktor sowie die durch 
Faktor H verursachte Inhibition auf Ebene der C3-Konvertase hervorgerufen. 
Zukünftige in vivo Untersuchungen könnten Aufschluss darüber geben. Durch die 
Rekrutierung des humanen Faktor H an die mikrobielle Oberfläche zerfallen dort 
gebildete C3-Konvertasen und S. aureus entzieht sich der Erkennung durch das 
Komplementsystem. Eine derartige Rekrutierung von funktionell aktivem Faktor H 
und FHL-1 wurde bereits mehrfach beschrieben: auch durch die S. aureus Proteine 
Sbi, Efb und SdrE rekrutierter Faktor H agiert im gebundenen Zustand als Kofaktor 
für die Protease Faktor I (Sharp et al. 2012; Böhm 2013; Koch et al. 2012). Vom 
S. pneumoniae Protein Tuf gebundener Faktor H ebenso wie Tuf gebundenes FHL-1 
behalten ihre Kofaktoraktivität ebenfalls bei (Mohan et al. 2014). 
Zusammenfassend wurde Ssl11 als Faktor H bindendes Protein identifiziert, wobei 
es sich um einen neuartigen, bisher uncharakterisierten Bindemechanismus handelt. 
PurA band neben Faktor H sowohl FHL-1 als auch CFHR1. Sowohl Ssl11 als auch 
PurA waren in in vitro Studien befähigt, Faktor H zu rekrutieren, der im Komplex mit 
diesen Proteinen funktionell aktiv blieb. So unterstützen Ssl11 und PurA S. aureus 
dabei, das Komplementsystem zu umgehen. 
4.2 Ssl11 und PurA binden den funktionell aktiven Komplementregulator 
Plasmin(ogen) 
Plasminogen ist ein Regulator des Komplementsystems und Modulator der 
Fibrinolyse und der Koagulationskaskade. In seiner Rolle als Komplementregulator 
spaltet Plasmin die zentralen Komplementproteine C3, C3b und C5. Damit reguliert 
Plasminogen die Komplementkaskade auf Ebene der C3- und C5-Konvertasen. Die 
Strategie der Rekrutierung humanen Plasminogens mit dem Ziel der Immunevasion 
ist unter grampositiven und gramnegativen Bakterien wie auch unter Pilzen 
konserviert (Luo et al. 2015). Beispielsweise rekrutiert S. aureus Plasminogen bzw. 
Plasmin an seine Oberfläche (Pietrocola et al. 2016; Mölkänen et al. 2002), wo es 
aktiviert werden kann, um so die humane Immunantwort zu umgehen. 
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Ssl11 und PurA sind neu identifizierte Plasminogen-bindende Staphylokokken 
Proteine. Ssl11 ist somit das erste Superantigen-ähnliche Protein, für das eine 
Interaktion mit Plasminogen beschrieben ist. Bezugnehmend auf PurA wurde bereits 
2002 dargestellt, dass Staphylokokken Proteine mit moonlighting Funktion 
Plasminogen rekrutieren (Mölkänen et al. 2002). 
Bisher sind acht Staphylokokken Proteine identifiziert, die Plasminogen binden: 
FnBPA und FnBPB, α-Enolase, Ribonukleotid Reduktase und IMPDH, MntC, Sbi und 
Efb (Kap. 1.2.13). Verschiedene Spezies des grampositiven Bakteriums 
Streptococcus exprimieren u. a. die Plasminogen-bindenden Proteine PspC, 
Endopeptidase O (PepO), Enolase, ein M-Protein (PAM), das M-Protein ähnliche 
Protein (M-protein related protein, Prp) und das Serindomänen-reiche Protein 2 
(serin rich repeat protein 2, Srr2) (Agarwal et al. 2013; Bergmann et al. 2013; Berge 
und Sjöbring 1993; Sanderson-Smith et al. 2007; Six et al. 2015). Auch viele Proteine 
gramnegativer Erreger binden Plasminogen. Dabei wurde die regulatorische Aktivität 
des Plasmins jeweils auch im rekrutierten Zustand nachgewiesen. So binden 
beispielsweise Protein E von H. influenzae (Barthel et al. 2012b), Tuf von 
P. aeruginosa (Kunert et al. 2007) und complement receptor acquiring surface 
protein 1 (CRASP1) sowie die äußeren Oberflächen-proteine A und C (outer surface 
protein, OspA, OspC) von Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi) (Kraiczy et al. 2006; 
Fuchs et al. 1994; Önder et al. 2012; Hallström et al. 2010). Die Pilzproteine pH-
reguliertes Antigen 1 (Pra1) und Gpm1 von C. albicans rekrutieren ebenfalls 
Plasminogen (Luo et al. 2009; Poltermann et al. 2007). Derzeit sind zudem 13 
moonlighting Proteine als Plasminogen-bindend beschrieben (Henderson 2014). 
Viele dieser Proteine binden auch weitere Komplementregulatoren und 
Plasmaproteine, wie Fibrinogen, Faktor H, FHL-1, CFHR1 und C4BP. 
Ssl11 bindet Plasminogen mit einer Affinität von 133,6 nM, während die PurA- 
Plasminogen-Bindung mit 252,7 nM halb so hoch liegt. Die Bindungskonstanten sind 
damit jeweils niedriger als die Konstante von Plasminogen-bindenden moonlighting 
Proteinen mit 10-0,1 nM (Henderson 2014) sowie Prp (7,6 mM) und PAM (1,6 nM) 
von S. pyogenes (Sanderson-Smith et al. 2007). Zwei Varianten des PspC von 
S. pneumoniae weisen hingegen schwächere Affinitäten von 489 nM und 568 nM auf 
(Meinel 2017). Verglichen mit Faktor H banden Ssl11 und PurA Plasminogen mit 
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geringerer Affinität. Dennoch waren die Komplexe relativ stabil, insbesondere im Fall 
von Ssl11. 
Die Bindung durch die mikrobiellen Proteine wird über Lysine im Plasminogen 
realisert. ε-Aminocapronsäure (εACA) ist ein synthetisches Lysinanalog. Durch 
Einsatz des lysinähnlichen εACA kann die Bindung mikrobieller Proteine an Lysine im 
Plasminogen blockiert werden. Bereits 5 mM εACA als inhibierendes Agens waren 
ausreichend, um die Bindung von Ssl11 und PurA an Plasminogen beinahe 
vollständig zu unterbinden. Ein ähnlicher Effekt von εACA ist auch für Sbi und Efb 
von S. aureus beschrieben (Koch et al. 2012). Plasminogen-bindende Proteine von 
anderen Mikroorganismen, beispielsweise Protein E von H. influenzae (Barthel et al. 
2012b), CRASP1 bis CRASP5 von B. burgdorferi (Hallström et al. 2010; Brissette et 
al. 2009) sowie Pra1 und Gpm1 von C. albicans rekrutieren Plasminogen ebenfalls 
über dessen Lysinbindestellen (Luo et al. 2009; Poltermann et al. 2007). 
Interessanterweise bindet das Prp von S. pyogenes Plasminogen nicht 
ausschließlich über Lysin-Reste, sondern auch über Arginin und Histidin (Sanderson-
Smith et al. 2007). 
Mikroorganismen wie S. aureus rekrutieren Plasminogen zur Immunevasion und zur 
Invasion in Gewebe. Ssl11 und PurA gebundenes Plasminogen kann vom humanen 
Aktivator uPa in komplementregulatorisch aktives Plasmin umgesetzt werden. Durch 
Ssl11 gebundenes Plasminogen wurde mittels humanem uPa ebenso effizient zu 
Plasmin konvertiert wie Plasminogen allein. Die Aktivität von PurA gebundenem 
Plasmin(ogen) war, verglichen mit Ssl11-gebundenem, etwas geringer. 
Die meisten klinisch relevanten S. aureus Stämme exprimieren zudem die 
Staphylokinase (SAK) (Peetermans et al. 2014). Die SAK fungiert, wie auch uPa, als 
Aktivator des Proenzyms Plasminogen. Ssl11- und PurA-gebundenes Plasminogen, 
wird mit SAK zu Plasmin aktiviert und ist funktionell als Protease tätig. Im Gegensatz 
zum uPa, wo die Aktivierung über eine proteolytische Spaltung des Plasminogens 
verläuft, lagert sich SAK an das Plasminogen an. Dadurch entsteht das proteolytisch 
aktive Plasmin. Die Expression eines eigenen mikrobiellen Plasminogen-Aktivators 
zeigt, dass Mikroorganismen die proteolytische Aktivität des Plasmins zur Evasion 
des Komplements nutzen (Lähteenmäki et al. 2001). Auch in Abwesenheit des 
humanen uPas kann SAK auf die mikrobielle Oberfläche rekrutiertes Plasminogen 
effektiv aktivieren werden. Dieser Mechanismus der Aktivierung ist bisher einzigartig 
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für Staphlyokokken und Streptokokken. Das Protein Aureolysin ist ein zusätzlicher 
mikrobieller Plasminaktivator von S. aureus. Aureolysin wirkt aktivierend auf das uPa, 
welches dann Plasminogen aktiviert (Beaufort et al. 2008).  
Ssl11-gebundenes Plasminogen spaltete nach Aktivierung zum Plasmin das zentrale 
Komplementprotein C3b proteolytisch in dessen Spaltprodukte. Nach Aktivierung mit 
SAK spaltete PurA-gebundenes Plasmin C3b ebenfalls. Zum einen wird dadurch das 
Komplement inhibiert, da das degradierte C3b der Komplementkaskade nicht mehr 
zur Verfügung steht. Zum anderen wird das Opsonin C3b auf der mikrobiellen 
Oberfläche eliminiert und dient nicht mehr der Rekrutierung von Phagozyten. Die 
stärkere Aktivität des Ssl11-gebundenen Plasmins gegenüber dem PurA-
gebundenen könnte durch die zweifach höhere Bindeaffinität des Ssl11 zum 
Plasminogen bedingt sein. Durch die niedrigere Affinität bindet PurA wahrscheinlich 
weniger Plasminogen und es konnte aufgrunddessen weniger Aktivität detektiert 
werden. S. aureus besitzt jedoch viele Liganden für Plasminogen. Auch durch Sbi 
und Efb rekrutiertes Plasminogen kann durch die humanen Aktivatoren uPa und SAK 
effektiv zu Plasmin konvertiert werden. Aktives Plasmin spaltet anschließend die 
Komplementproteine bzw. Opsonine C3 und C3b, welche ebenfalls von Sbi und Efb 
gebunden werden können. In der Folge wird die Komplementkaskade unterbrochen 
und die Immunantwort umgangen (Koch et al. 2012). Auch die PspC-Varianten des 
S. pneumoniae binden Plasmin(ogen), welches im weiteren Verlauf C3b in seine 
Spaltprodukte zersetzt und so die Komplementkaskade inhibiert (Meinel et al. 2017).  
Mikroorganismen nutzen die proteolytische Spaltung von ECM Proteinen und die 
Degradation von Fibringerinnseln durch Plasmin zur Gewebsinvasion und 
Ausbreitung der Erreger im Wirt (Lähteenmäki et al. 2005; Lähteenmäki et al. 2000). 
Fibrinogen ist die lösliche Vorstufe des Proteins Fibrin, welches durch das Enzym 
Thrombin gebildet wird. Fibrinfäden sind bei der Koagulation von Bedeutung. Die 
Fibrinolyse ist ein essentieller Vorgang in der Hämostase und wird durch Plasmin 
realisiert. Humanes Fibrinogen wurde durch Ssl11- und PurA-gebundenes 
Plasmin(ogen) nach Aktivierung mit uPa oder SAK gespalten. Zur Evasion des 
Immunsystems können sich Staphylokokken mit Hilfe einer Fibrinkapsel gegen die 
humane Immunantwort schützen (Cheng et al. 2010; Guggenberger et al. 2012). 
Dieser Fibrinwall wird nach Zellvermehrung via mikrobiell rekrutiertem Plasmin 
wieder abgebaut, um sich im humanen Wirt weiterzuverbreiten (Bergmann und 
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Hammerschmidt 2007; Lähteenmäki et al. 2000). Die Spaltung von Fibrinogen durch 
rekrutiertes und aktiviertes Plasmin(ogen) wurde beispielsweise auch für den Erreger 
S. pneumoniae gezeigt, welcher ebenfalls Plasminogen-bindende Proteine exprimiert 
(Meinel 2017). 
Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit erhobenen Daten deuten darauf hin, dass 
Ssl11 und PurA durch die Rekrutierung von aktivierbarem Plasminogen zur 
Komplementevasion, Gewebsinvasion und generell zur Verbreitung von S. aureus im 
humanen Wirt beitragen. Die beschriebene Rekrutierung von Plasmin(ogen) durch 
Ssl11 und PurA und die bestehende funktionelle Aktivität der Protease in vitro sollte 
zur Validierung zukünftig in geeigneten in vivo Experimenten bestätigt werden. 
Ssl11 und PurA sind ferner S. aureus Proteine, die sowohl Faktor H, als auch 
Plasminogen rekrutieren. Auch Sbi und Efb wurden, neben der Plasminogen-
Bindung, als Faktor H-rekrutierende Proteine beschrieben (Haupt et al. 2008; Böhm 
2013). Somit sind gleich mehrere Staphylokokken Proteine in der Lage, redundant 
beide Komplementregulatoren zu binden. Dies trifft ebenfalls für das Candida Protein 
Gpd2 (Luo et al. 2013), Tuf von S. pneumoniae (Mohan et al. 2014) und das Faktor 
H-bindende Protein A (FhbA) von B. hermsii zu (Fine et al. 2014). Das mikrobielle 
Ssl11 rekrutiert zeitgleich Faktor H und Plasminogen. An Tuf von S. pneumoniae 
binden Faktor H und Plasminogen ebenfalls simultan (Mohan et al. 2014). Plasmin 
kann die Kofaktor-Aktivität von Faktor H für Faktor I verstärken (Barthel et al. 2012a). 
Im Hinblick darauf könnten Ssl11 und PurA als mikrobielle Proteine, welche beide 
Regulatoren binden und dies für komplementinhibitorische Funktionen nutzen, in 
weiterführenden Untersuchungen hinsichtlich einer derartigen verstärkenden 
Funktion näher charakterisiert werden. 
4.3 PurA ist ein moonlighting Protein 
PurA wurde in dieser Arbeit als Faktor H- und Plasminogen-rekrutierendes Protein 
identifiziert. Bereits 1997 wurde ein potentieller Einfluss von PurA auf die Virulenz 
von S. aureus gezeigt (Lawrence et al. 1997). Generell sind komplement-
inhibitorische Proteine immer extrazellulär bzw. oberflächengebunden oder 
-assoziiert, sodass die Interaktionen mit Komplementproteinen realisiert werden 
können. PurA konnte auf der Staphylokokken-Oberfläche nachgewiesen werden 
(Selle 2015). Mittlerweile sind viele moonlighting Proteine bekannt, welche zum einen 
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Funktionen im Stoffwechsel ausüben und zum anderen oberflächenlokalisiert sind 
sowie zusätzliche Funktionen, beispielsweise in der Virulenz innehaben (Henderson 
und Martin 2011). Die komplementinhibierenden Eigenschaften und die 
Oberflächenlokalisation charakterisieren PurA einerseits als neu identifiziertes 
moonlighting Protein. Bei PurA handelt es sich andererseits um ein zytosolisches 
Protein des Purin-Stoffwechsels, die Adenylsuccinat Synthetase (Silva et al. 1995). 
Das Protein Tuf von S. aureus ist ein multifunktionelles moonlighting Protein (Widjaja 
et al. 2017). Die metabolischen S. aureus Proteine Triosephosphat Isomerase und 
Glycerinaldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase sind gleichermaßen als moonlighting 
Proteine charakterisiert (Furuya und Ikeda 2009; Modun et al. 2000). Das Protein Tuf 
von S. pneumoniae übt Funktionen in der Translation aus und liegt weiterhin 
sekretiert vor und bindet Komplementregulatoren wie Faktor H, Faktor H-ähnliche 
Proteine sowie Plasminogen (Mohan et al. 2014). Bis 2014 waren 92 pathogene 
Spezies bekannt, die Proteine für den Metabolismus, z. B. Glykolyse- und 
Tricarbonsäurezyklus-Enzyme, Proteasen, Transporter und sogar Chaperone, zudem 
und zumeist als Virulenzproteine nutzen (Henderson 2014). Moonlighting Proteine 
stellen potentiell nützliche Targets für die Entwicklung von antimikrobiellen 
Therapeutika dar, da diese mikroorganismusübergreifend wirksam sein können 
(Henderson 2014). 
Aktuelle Studien beschäftigen sich mit der Fragestellung, wie moonlighting Proteine 
an die mikrobielle Oberfläche gelangen. Eine mögliche Antwort lieferten Gil-Bona et 
al. Sie untersuchten mittels Proteom-Analysen die sekretierten Proteine von 
C. albicans. Im vesikelfreien Sekretom wurden überwiegend klassisch sekretierte 
Proteine gefunden, die ein N-terminales Signalpeptid aufweisen. In extrazellulären 
Vesikeln wurden Proteine ohne Signalpeptid gefunden. Einige von ihnen sind bereits 
als moonlighting oder multifunktionale Proteine beschrieben und viele von ihnen 
haben weiterhin eine Funktion im Metabolismus von C. albicans (Gil-Bona et al. 
2015). So wurde beispielsweise das Faktor H-bindende Gpm1 in extrazellulären 
Vesikeln nachgewiesen. Studien zum Proteom von bakteriellen Membranvesikeln 
demonstrierten, dass die Funktion der in den Vesikeln lokalisierten Proteine zumeist 
virulenzassoziiert ist bzw. einen Überlebensvorteil für den Erreger darstellt 
(Bonnington und Kuehn 2014; Schertzer und Whiteley 2013), wie es beispielsweise 
Toxine tun (Ellis und Kuehn 2010). Weitere Studien könnten Aufschluss darüber 
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geben, ob Staphylokokken einen ähnlichen Mechanismus des Transports der 
exprimierten moonlighting Proteine, wie z. B. PurA, entwickelt haben. 
4.4 Der Komplementinhibitor Ssl11 beeinflusst die Opsonophagozytose 
Superantigen-ähnliche Proteine werden von S. aureus sekretiert und haben oftmals 
eine Funktion in der Virulenz des Bakteriums. Ssls enthalten eine Signalsequenz und 
werden sekretiert. Ssl11 wurde ursprünglich als zellwandassoziiertes Protein von 
S. aureus identifiziert. Dies wird damit erklärt, dass möglicherweise durch eine hohe 
Expressionsrate des Ssl11 große Mengen des Proteins an der Zellwand assoziiert 
verblieben (Laughton et al. 2006). In dieser Arbeit wurde die Bindung und 
Rekrutierung der Komplementregulatoren Faktor H und Plasminogen durch Ssl11 
identifiziert. Dies lässt eine neue Hypothese hinsichtlich der Oberflächenlokalisation 
des Ssl11 zu, die im Folgenden erklärt wird.  
Komplementevasionsproteine auf der Oberfläche der Erreger rekrutieren zum 
eigenen Schutz humane Regulatoren und entgehen so der Immunantwort. Aufgrund 
der Erkenntnisse von Laughton et al. (2006) sowie der Identifizierung des Ssl11 als 
Faktor H- und Plasminogen-bindendes Protein in dieser Arbeit wurde die Lokalisation 
von Ssl11 untersucht. Poren-induzierter Membranstress bewirkt bei S. aureus die 
Expression von Ssl-Proteinen. Gramicidin, ein antimikrobielles Peptid (AMP), 
welches die Porenausbildung induziert (Benson et al. 2011), wurde dem 
Nährmedium für die Lokalisationsanalysen des Ssl11 zugesetzt. 
Ssl11 war sowohl im Sekretom als auch auf der Zelloberfläche von S. aureus 
vorhanden, nicht aber im Zytosol. Dass sekretierte Proteine an die mikrobielle 
Oberfläche rückbinden, wurde bereits mehrfach beschrieben, so beispielsweise für 
das Staphylokokken Protein Efb (Böhm 2013). Der genaue Mechanismus der 
Bindung von Ssl11 an die Oberfläche ist derzeit noch nicht näher charakterisiert. Es 
ist daher unklar, ob das Protein direkt während des Sekretionsprozesses an der 
Oberfläche verbleibt, oder ob es sekretiert wird und zurückbindet. Möglicherweise 
wird Ssl11 zu Zwecken der Komplementevasion nur zu definierten Zeitpunkten auf 
der Oberfläche gebunden: die Expression von Ssls wird durch das 
Zweikomponentensystem SaeRS sowie den Transkriptionsfaktor Rot hochreguliert. 
Benson et al. (2012) vermuten, dass Ssls S. aureus bei geringer bakterieller 
Zelldichte vor dem angeborenen Immunsystem schützen, bis die Zellzahl hoch genug 
ist, sodass das virulenzassoziierte Agr Zweikomponentensystem aktiviert wird 
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(Benson et al. 2012). Durch die Aktivierung von Rot werden Staphylokokken 
Oberflächenproteine sowie auch Ssls hochreguliert. Diese Kombination befähigt 
S. aureus, an Zellgewebe zu binden und die Opsonisierung und generell die 
Rekrutierung von Immunzellen zu inhibieren (Benson et al. 2011). Dies zeigt, dass 
Ssl11 als Oberflächenprotein die Virulenz von S. aureus beeinflussen kann. 
Oberflächen-gebundenes Ssl11 trägt zur Rekrutierung von Faktor H an die 
mikrobielle Oberfläche bei. In Abwesenheit von Ssl11 war 10-20 % weniger Faktor H 
auf der Oberfläche von S. aureus, als in Anwesenheit des Proteins. Die Menge an 
gebundenem Plasminogen war bei An- oder Abwesenheit von Ssl11 nicht signifikant 
verändert. Dies kann verschiedene Ursachen haben: zum einen ist die Affinität von 
Ssl11 an Faktor H höher als an Plasminogen, sodass sehr wahrscheinlich mehr 
Faktor H als Plasminogen von Ssl11 gebunden wird. Zum anderen besitzt S. aureus 
eine Vielzahl von Plasminogen-bindenden Proteinen, die ebenfalls zur Rekrutierung 
des Plasminogens an die mikrobielle Oberfläche beitragen. Während bereits acht 
Staphylokokken Proteine bekannt sind, die Plasminogen binden, sind es für Faktor H 
fünf. Im Vergleich dazu steht das Faktor H-bindende Protein A (FhbA) von B. hermsii. 
FhbA ist ein oberflächenexprimiertes Lipoprotein und bindet, wie der Name sagt, 
Faktor H und zudem CFHR1 und Plasminogen. Da FhbA das einzige Faktor H-
bindende Protein des Erregers ist, ist eine FhbA-Mutante entsprechend nicht mehr 
befähigt, Faktor H zu binden (Fine et al. 2014). Auf funktioneller Ebene verbleibt im 
FhbA-Mutantenstamm mehr C3b auf der Zelloberfläche als beim Wildtyp. 
Faktor H trägt mit seiner Kofaktor-Aktivität zur Spaltung von C3b bei, das auf 
Zelloberflächen abgelagert ist. Ein Ssl11-Mutantenstamm, welcher foglich kein Ssl11 
mehr exprimierte, wies mehr C3b auf der mikrobiellen Oberfläche auf, als der 
Referenzstamm, der das Protein Ssl11 exprimierte. Weniger C3b auf der S. aureus 
Oberfläche führt zu verringerter Amplifikation der C3-Konvertase. Dies vermindert die 
Aktivierung des alternativen Komplementweges. Auch Plasmin ist befähigt, C3b zu 
spalten. Es ist wahrscheinlich, dass die Rekrutierung von Faktor H und Plasminogen 
durch Ssl11 zu der beobachteten Verringerung des C3b auf der Oberfläche von 
S. aureus führt. Eine Reduktion von C3b resultiert generell in einer Verringerung des 
Konvertaseaufbaus und somit in einer geringeren Komplementaktivität. Dies machen 
sich pathogene Mikroorganismen durch die Rekrutierung humaner Komplement-
regulatoren zunutze. 
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Das C3b ist ein wichtiges Opsonin. Durch Komplementaktivierung abgelagertes C3b 
markiert die Erreger als körperfremd. Vor allem Neutrophile, welche die Rezeptoren 
CR1 und CR3 exprimieren, erkennen das C3b auf mikrobiellen Oberflächen und 
reagieren mit der Phagozytose der Erreger. Auch iC3b, das C3b-Spaltprodukt des 
Faktor I, fungiert als Opsonin. Verglichen mit C3b wird iC3b jedoch überwiegend von 
Makrophagen erkannt, welche CR3 und CR4 auf der Oberfläche aufweisen (Wright 
et al. 1987; Ehlers 2000; Helmy et al. 2006). CR1 erkennt neben C3b auch iC3b, 
allerdings nur mit geringer Affinität (Krych-Goldberg und Atkinson 2001). Bei der 
Erkennung von Staphylokokken spielen insbesondere Neutrophile eine große Rolle 
(van Kessel et al. 2014). 
Die durch Ssl11 hervorgerufene Reduktion des abgelagerten Opsonins C3b auf der 
mikrobiellen Oberfläche lässt eine für Ssls neuartige Strategie der Inhibition der 
Phagozytose durch Neutrophile vermuten. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass 
Ssl11-exprimierende Staphylokokken im Vergleich zu einem Ssl11-Mutantenstamm 
in geringerem Maße von humanen Neutrophilen phagozytiert werden, wohingegen 
die Phagozytose durch Makrophagen nicht beeinflusst wurde. Diese ersten 
Ergebnisse müssen in weiteren Versuchen validiert werden. Ein ähnlicher Effekt auf 
die Phagozytose durch Neutrophile wurde bereits für das Protein Tef von C. albicans 
sowie PspC von S. pneumoniae beschrieben (Meinel 2017; Linden 2017). Für das 
Oberflächenprotein Fba von S. pyogenes wurde ebenfalls eine Resistenz der 
Mikroorganismen gegenüber Phagozytose (Pandiripally et al. 2002) beschrieben, die 
durch die Rekrutierung der Komplementregulatoren Faktor H und FHL-1 
hervorgerufen wurde. Das S. aureus Protein Ssl11 bindet und rekrutiert Faktor H und 
verringert die C3b-Deposition auf der mikrobiellen Oberfläche. Dies verursacht sehr 
wahrscheinlich den inhibitorischen Effekt auf die Phagozytose durch humane 
Neutrophile. 
Ssl11 blockiert zudem die Anlagerung von Neutrophilen an P-Selektin-tragende 
Oberflächen und Endothelzellen und trägt zur schnellen Internalisierung in 
Neutrophile bei (Chung et al. 2007). Evolutiv entwickelten sich diverse Strategien, der 
Phagozytose durch Neutrophile zu entkommen. Auch weitere Ssls sind in der 
Inhibition der Phagozytose involviert: Ssl7 bindet IgA und C5 und inhibiert dadurch 
die Erkennung durch die Phagozyten. Weiterhin inhibiert Ssl7 die Generierung von 
C5a und somit die Phagozytose und wirkt negativ auf die Produktion von ROS in 
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Phagozyten (Langley et al. 2005; Bestebroer et al. 2010). Ssl5 bindet ebenfalls an 
PSGL-1 und inhibiert in vitro neutrophil rolling (Bestebroer et al. 2007). Ssl5 bindet 
zudem G-Protein gekoppelte Rezeptoren am N-Terminus. Damit wird die Aktivierung 
von Phagozyten durch Zytokine inhibiert (Bestebroer et al. 2009). 
4.5 Die Rolle von Ssl11 und PurA als Virulenzproteine in vivo 
Ssl11 und PurA wurden in dieser Arbeit erstmals als Faktor H und Plasminogen-
rekrutierende Proteine identifiziert. Die Bindung der Komplementregulatoren Faktor H 
und Plasminogen durch sowohl Ssl11 als auch PurA dient der Rekrutierung 
regulatorisch aktiver humaner Proteine an die mikrobielle Oberfläche und somit der 
Komplementevasion. Ob die identifizierten komplementinhibitorischen Eigenschaften 
von Ssl11 und PurA auch im lebenden Organismus einen Effekt auf die Virulenz von 
S. aureus aufweisen, wurde in der Wachsmottenlarve G. mellonella untersucht. 
G. mellonella hat eine mit Säugern vergleichbare angeborene Immunantwort und die 
Eliminierung von Erregern wird ähnlich realisiert (García-Lara et al. 2005; Kavanagh 
und Reeves 2004). Die Virulenz von Mikroorganismen in der Wachsmottenlarve und 
in Säugetieren ist zudem vergleichbar. Dies haben auch Studien zu weiteren Nicht-
Säuger-Infektionsmodellen gezeigt (Kaito et al. 2002; García-Lara et al. 2005; 
Seabra und Bhogal 2009). G. mellonella wurde bereits in Studien zur Virulenz 
verschiedener Erreger, darunter auch S. aureus, verwendet (Peleg et al. 2009; Gao 
et al. 2010; Mukherjee et al. 2010). Dabei identifizierten Peleg et al. (2009) erstmals 
erfolgreich Virulenzgene von S. aureus in G. mellonella. So ist beispielsweise die 
Virulenz von S. aureus Agr-Mutanten in Säugetier-Modellen attenuiert und eine 
ähnliche Attenuation ist auch in der Wachsmottenlarve beschrieben (Peleg et al. 
2009). 
Die Ssl11-Mutante wies gegenüber dem S. aureus Wildtyp in G. mellonella eine 
geringfügige Attenuierung auf. Dies ist ein Hinweis darauf, dass Ssl11 Einfluss auf 
die Virulenz von S. aureus ausübt. Um dies zu verdeutlichen, müssten ferner 
Untersuchungen durchgeführt werden, die zum einen zeigen, dass nicht die 
gegenüber dem Wildtyp aufgezeigte Wachstumsdefizienz für diesen Effekt ursächlich 
ist. Zum anderen ist eine experimentelle Darlegung des Zusammenhangs zwischen 
der detektierten Virulenzattenuierung der Ssl11-Mutante und den komplement-
inhibitorischen Eigenschaften des Proteins Ssl11 für die Bestätigung der Hypothese 
essentiell. 
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Derartige Untersuchungen wurden im Rahmen eines Kooperationsprojektes für das 
Protein PurA bereits durchgeführt. Eine PurA-Mutante wies im Überlebensversuch 
mit G. mellonella eine starke Attenuierung gegenüber dem S. aureus Wildtyp auf. 
Ähnlich wie die Ssl11-Mutante zeigt auch ein PurA-defizienter S. aureus Stamm eine 
Wachstumsdefizienz (Selle 2015). Dieser hätte durch die eingeschränkte Purin-
Biosynthese hervorgerufen sein können. Dr. Selle konnte jedoch zeigen, dass die 
Reduktion des Wachstums nicht für die verminderte Virulenz der PurA-Mutante 
ursächlich ist: das pur Operon, in dem das Gen purA kodiert ist, beinhaltet weitere elf 
Gene. Alle exprimierten Pur-Proteine sind an der Purin-Biosynthese beteiligt. Es 
wurden S. aureus Stämme mit Insertionsmutanten in allen elf Genen erstellt. Die elf 
Pur-Insertionsmutanten wurden hinsichtlich ihres Wachstums sowie ihrer Virulenz in 
G. mellonella untersucht. Während die Mutantenstämme ΔpurA, ΔpurF, ΔpurH, 
ΔpurK, ΔpurL und ΔpurS gegenüber dem Wildtyp eine Wachstumsdefizienz 
aufwiesen, zeigte lediglich ΔpurA eine ausgeprägte Virulenzattenuierung. Die 
verminderte Virulenz von PurA-defizienten Staphylokokken wurde weiterhin in einem 
murinen Lungeninfektionsmodell sowie einem murinen systemischen 
Infektionsmodell nachgewiesen (Selle 2015). Ein PurA-defizienter Edwardsiella 
ictaluri wies ebenfalls eine hohe Virulenzattenuierung auf (Lawrence et al. 1997). 
Ob die Inhibition des Komplements ursächlich für den nachgewiesenen Virulenzeffekt 
von PurA ist, muss, wie auch für Ssl11, in zukünftigen Studien näher charakterisiert 
werden. 
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4.6 Fazit 
In dieser Doktorarbeit werden die zwei S. aureus Proteine Ssl11 und PurA erstmalig 
als Komplementevasionsproteine identifiziert und hinsichtlich ihrer Evasions-
strategien charakterisiert. Ssl11 und PurA binden sowohl den humanen Komplement-
regulator Faktor H als auch den Komplement- und Koagulationsregulator 
Plasminogen. Ssl11 ist somit das einzige Ssl-Protein, für das eine Interaktion mit 
Faktor H und Plasminogen beschrieben ist. Ssl11 bindet Faktor H über einen 
neuartigen Mechanismus. Die identifizierte Oberflächenlokalisation von Ssl11 und 
PurA auf der mikrobiellen Oberfläche realisiert eine Rekrutierung der humanen 
Regulatoren und charakterisiert PurA als ein moonlighting Protein. Faktor H sowie 
auch Plasmin(ogen) erhalten im Komplex mit Ssl11 oder PurA ihre funktionelle 
Aktivität. Faktor H vermittelt als Kofaktor für Faktor I die Spaltung von komplement-
aktivem C3b zu iC3b. Mikrobiell gebundenes Plasminogen wird nicht nur durch 
humane Aktivatoren sondern auch durch die mikrobiell exprimierte Staphylokinase 
zum proteolytischen Plasmin aktiviert. Das aktive Plasmin spaltet das 
Komplementprotein C3b. Durch den Abbau des Plasmaproteins Fibrinogen trägt 
mikrobiell rekrutiertes aktives Plasmin zur Ausbreitung von S. aureus im humanen 
Organismus bei. Die durch Ssl11 verursachte Verringerung der Opsonisierung der 
Staphylokokken führt zu einer reduzierten Phagozytose von S. aureus durch humane 
Neutrophile. Die Evasion des Komplements durch die Rekrutierung von Faktor H und 
Plasminogen durch Ssl11 und PurA trägt potentiell zum Überleben des Erregers 
S. aureus im menschlichen Wirt bei. Eine für die Ssl11-Mutante geringe und für die 
PurA-Mutante sehr potente Attenuierung der Virulenz im G. mellonella-Modell ist ein 
erster Hinweis auf eine Funktion für Ssl11 und PurA als S. aureus Virulenzproteine in 
einem lebenden Organismus (Abb. 4.1). Diese Arbeit identifiziert Ssl11 und PurA als 
neue Komplementevasionsproteine von S. aureus und liefert somit eine Basis für das 
Verständnis des komplexen Zusammenspiels der diversen Virulenzproteine des 
Erregers, dessen Ergründung für die Entwicklung neuartiger Wirkstoffe gegen 
S. aureus essentiell ist. 
 
 
 
Diskussion    89 
Abbildung 4.1: Ssl11 und PurA sind Komplementevasionsproteine von S. aureus und haben 
Einfluss auf die Virulenz. A Die an der Oberfläche von S. aureus lokalisierten Proteine Ssl11 und 
PurA binden Faktor H. PurA bindet zudem FHL-1 und CFHR1. Durch Komplementaktivierung kommt 
es zur Ablagerung von humanem C3b auf der bakteriellen Oberfläche. Rekrutierter Faktor H sowie 
FHL-1 fungieren als aktive Kofaktoren für die Protease Faktor I. Diese spaltet in Anwesenheit der 
rekrutierten Kofaktoren das C3b in iC3b. B Ssl11 und PurA rekrutieren neben Faktor H auch 
Plasminogen an die Oberfläche von S. aureus. Plasminogen wird durch uPa oder SAK zu Plasmin 
aktiviert und spaltet dann sowohl abgelagertes C3b als auch Fibrinogen. C Ssl11 kann zeitgleich 
Faktor H und Plasminogen binden. Die Rekrutierung der Komplementregulatoren Faktor H und 
Plasminogen durch Ssl11 verursacht eine verringerte C3b Deposition auf der Staphylokokken 
Oberfläche. Infolgedessen ist auch die Phagozytose von S. aureus durch neutrophile Granulozyten 
verringert. D In vivo weist die Ssl11-Mutante eine leichte Virulenzattenuierung in G. mellonella auf. Die 
Virulenz des PurA-defizienten S. aureus Stammes ist sowohl in G. mellonella als auch in einem 
murinen Infektionsmodell attenuiert. Dies deutet auf eine Funktion von Ssl11 und PurA in der Virulenz 
von S. aureus hin. n.u. = nicht untersucht. 
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